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(54) Bezeichnung: NEMATODENRESISTENZGEN 

(57) Abstract 



The invention concerns a nucleic acid that induces resistance to sedentary nematodes in plants of the solanaceae, chenopodiaceae 
and/or brassicaceae family. Said nucleic acid comprises specially a translated area, that is at least 60 % homologous to the sequence of 
the HslP TO " l -gene of beta procumbens . The invention also covers the sequence of a cDNA clone and a genomic clone of said nucleic acid. 
Moreover, it covers a vector, which can be, for instance, a yeast artificial chromosome "YAC", containing the nucleic acid for resistance 
to sedentary nematodes in plants. The invention also relates to the use of the nucleic acid or the vector to induce resistance to sedentary 
nematodes in plants as well as a transgenic plant containing the nucleic acid or the vector. In addition, the invention concerns the protein 
coded by the nucleic acid, a test kit containing the nucleic acid and/or the vector and a method for a transgenic plant as well as a method 
for producing a nematode resistance in plants. Lastly, the invention also concerns the promoter of the nucleic acid, its use and a primer for 
the PCR. 



(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Nukleinsaure, die eine Resistenz gegen sedentare Nematoden in Pflanzen der Familien der 
Solanaceaen, Chenopodiaceaen und/oder Brassicaceaen induziert. Insbesondere umfaBt diese Nukleinsaure eine translatierte Region, die 
zu mindestens 60 % zu der Sequenz des Hsl^'-Gen aus Beta procumbens homolog ist. Die vorliegende Erfindung betrifft auflerdem die 
Sequenz einens cDNA-Klons und eines genomischen Klons dieser Nukleinsaure. Femer betrifft die vorliegende Erfindung einen Vektor, 
der z.B. ein kunsfliches Hefechromosom (yeast artificial chromosome) "YAC" sein kann, der die Nukleinsaure fUr eine Resistenz gegen 
sedentare Nematoden in Pflanzen enthalt. SchlieBlich betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung der Nukleinsaure oder des Vektors 
zur Induktion einer Resistenz gegen sedentare Nematoden in Pflanzen sowie eine transgene Pflanze, die die Nukleinsaure oder den Vektor 
enthalt. Femer betrifft die Erfindung das durch die Nukleinsaure kodierte Protein, einen die Nukleinsaure und/oder den Vektor enthaltenden 
Testkit und ein Verfahren einer transgenen Pflanze sowie ein Verfahren zum Erzeugen einer Nematodenresistenz in Pflanzen. SchlieBlich 
betrifft die Erfindung den Promotor der Nukleinsaure, seine Verwendung und einen Primer fiir die PCR. 
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Nematoden resistenzgen 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Nukleinsaure, die in 
Pflanzen, vorzugsweise der Familien der Solanaceen und/oder 
Chenopodiaceen und/oder der Brassicaceen , besonders bevor- 
zugt der Gattung Beta und/oder Brassica und/oder Solanum , 
eine Resistenz gegen sedentare Nematoden induziert. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auBerdem die DNA-Sequenz 
eines cDNA-Klons und eines genomischen Klons dieser Nuklein- 
saure. Ferner betrifft die vorliegende Erfindung einen Vek- 
tor, der z.B. ein kunstliches Hef echromosom (yeast artifi- 
cial chromosome) "YAC" sein kann, der die Nukleinsaure fur 
eine Resistenz gegen sedentare Nematoden in Pflanzen ent- 
halt. SchlieBlich betrifft die vorliegende Erfindung die 
Verwendung der Nukleinsaure oder des Vektors zur Induktion 
einer Resistenz gegen sedentare Nematoden in Pflanzen sowie 
eine transgene Pflanze, die die Nukleinsaure oder den Vektor 
enthalt. 

Ferner betrifft die Erfindung das durch die Nukleinsaure ko- 
dierte Protein, einen die Nukleinsaure und/oder den Vektor 
enthaltenden Testkit und ein Verfahren einer transgenen 
Pflanze sowie ein Verfahren zum Erzeugen einer Nematodenre- 
sistenz in Pflanzen. 

SchlieBlich betrifft die Erfindung den Promotor des Resi- 
stenzgens . 

Es ist bekannt, daB Pflanzen von verschiedenen Erregern und 
Parasitenarten befallen werden. Es ist ebenfalls bekannt, 
daB Kulturpf lanzen meist anfalliger sind fur einen Parasi- 
tenbefall als ihre wildwachsenden Verwandten. Haufig trifft 
man Pf lanzenparasiten aus der Familie der Nematoden an, mit 
einer Flussigkeits-erf iillten, von einem Hautmuskelschlauch 
umschlossenen Pseudocylomhulle. Nematoden sind wichtige Pa- 
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rasiten, die in den Ernten liberal 1 auf der Welt einen Scha- 
den von ca. 150 Millionen DM pro Jahr verursachen. Besonders 
schadlich sind Nematoden der Gattungen Meloidogyne, Hetero- 
dera und Globodera, die sich permanent in den Wurzeln der 
befallenen Pflanze festsetzen, nachdem sie bestimmte Ernah- 
rungsstrukturen induziert haben. Der Nematode Heterodera 
schachtii hat ein breites Wirtsspektrum , das viele Arten 
verschiedener Pf lanzenf amilien umfafct, z.B. die Chenopo- 
diaceae und Brassicaceae . 

Der Lebenszyklus von Nematoden ist in vier larvale Stadien 
untergliedert (J1-J4) . Die Wurzeln werden von 32 Juvenilsta- 
dien infiziert, die zum Zentralzylinder wandern, wo sie die 
Entwicklung von syncytien induzieren. Diese extensiven Nah- 
rungsstrukturen resultieren aus einem teilweisen Zellwandab- 
bau zwischen den Zellen des Xylem-Parenchyms . Der Nematode 
beendet seinen Lebenszyklus zum Erwachsenen nach drei Ab- 
schnitten. Die weiblichen Nematoden schwellen an und zersto- 
ren schlieBlich den Wurzelcortex , wahrend sie sich immer 
noch aus den Syncytien ernahren. Die mannlichen Stadien er- 
nahren sich nach Beendigung des dritten Stadiums nicht mehr 
und bewegen sich, wenn sie erwachsen sind, auf die weibli- 
chen Stadien zu, von denen sie durch Sexpheromone angezogen 
werden. Die reifen weiblichen Stadien sind mit Eiern ange- 
fiillt. Nach ihrem Tod formen sie eine Zyste, in der die in- 
fektosen Larven (J2) in der Erde fur bis zu 10 Jahre uberle- 
ben konnen. 

Es wird angenommen, dafi Nematodenresistenzgene eine inkompa- 
tible Reaktion zwischen dem Wirt und dem Parasiten auslosen, 
die auf zellularem Niveau bereits beschrieben wurden. Die 
Wurzeln von Pflanzen, die dieses bzw. diese Gen(e) tragen, 
werden von J2-Juvenilstadien zwar befallen, aber die meisten 
der Nematoden sterben im spaten J2-Stadium aufgrund des Ab- 
baus des initiierten Syncytiums. In seltenen Fallen konnen 
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sich weibliche Stadien entwickeln, die jedoch ein durchsich- 
tiges Aussehen zeigen und ihr Wachstum einstellen. Auf diese 
Weise konnen die Nematoden ihren Lebenszyklus nicht vollen- 
den. 

Da der Einsatz von Nematiziden aufgrund umweltpolitischer 
tjberlegungen nur begrenzt moglich ist, ist es besonders wiin- 
schenswert, diese Resistenzgene auch in Kulturpf lanzen zu 
verwirklichen. 

Insbesondere Kulturruben der Gattung Beta (z.B. Zuckerriibe, 
Futterriibe, Mangold, Rote-Bete) sind hochanf allig gegen den 
Rubenzystennematoden Heterodera schachtii . Es wird bereits 
seit langem daran gearbeitet, Resistenzen gegen Heterodera 
schachtii und andere phytopathogene Nematoden (z.B. Globo- 
dera) in Pflanzen, insbesondere Kulturpf lanzen, zu erzeugen, 
da diesen entsprechende Resistenzgene fehlen. Einzige Quel- 
len fur eine Resistenz sind die Wildart Beta procumbens und 
ihre nahen Verwandten B. webbiana und B. patellaris . 

Gene fur die Resistenz gegen verschiedene Nematodenarten 
werden in unterschiedlichen Nutzpf lanzenarten ziichterisch 
genutzt (z.B. Kartoffel, Tomate, Weizen, Olrettich) . Es wur- 
de auch ein Resistenzgen aus der Wildart Beta procumbens 
mittels Artkreuzung in die Zuckerriibe uberfiihrt. Daraus 
konnten resistente Zuckerriiben selektiert werden, die jedoch 
den Nachteil aufwiesen, daB sie durch mangelnde Qualitats- 
und Leistungseigenschaften charakterisiert waren. Die resi- 
stenten Zuckerrubenlinien, die aus der Artkreuzung mit Beta 
procumbens hervorgingen, verfugen iiber wechselnd grofie 
Trans lokationen aus den Wildruben der Sektion Procumbentes . 
Ihre geringe Leistungsf ahigkeit und verminderte Qualitat 
liegt vermutlich darin begriindet, daJJ sich neben dem Resi- 
stenzgen noch weitere leistungsmindernde Gene aus den Wild- 
arten in diesen ZuckerrUbenlinien befinden. Auch ist die 
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Transmission der Resistenzeigenschaf t auf nachfolgende Gene- 
rationen unvollstandig. Auf rein ziichterischem Wege lassen 
sich diese Nachteile nicht beseitigen, da eine Ziichtung 
durch Kreuzung kaura spezifische Eigenschaf ten selektieren 
kann, ohne daB auch andere - unter Umstanden nachteilige - 
Eigenschaf ten mitiibertragen werden. 

Weiterhin wurden zahlreiche Versuche unternommen, um kunst- 
liche Nematodenresistenz in Pflanzen durch eine Kombination 
von "Selbstmordgenen" mit Syncytien-spezif ischen Promotoren 
zu induzieren. Bislang konnten daraus jedoch keine resisten- 
ten Pflanzen geziichtet werden. 

Es ist auBerdem bisher noch nicht gelungen, ein natiirliches 
Resistenzgen molekular zu identif izieren und fur die Erzeu- 
gung einer Resistenz in Kulturpf lanzen zu nutzen. 

Es war daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine 
Nukleinsaure bereitzustellen, die eine Resistenz gegen Nema- 
toden in Pflanzen vermittelt. Es war eine weitere Aufgabe 
der vorliegenden Erfindung, die diesem Gen zugrunde liegende 
DNA-Sequenz bereitzustellen. 

Ferner war es eine weitere Aufgabe gemaB der vorliegenden 
Erfindung, die Verwendung eines solchen Gens zur Induktion 
einer Resistenz gegen sedentare Nematoden zu ermog lichen. 

Es war auBerdem eine Aufgabe gemaS der vorliegenden Erfin- 
dung, eine transgene Pflanze anzugeben, die eine solche Re- 
sistenz vermittelnde Nukleinsaure enthalt, sowie Zellen, Sa- 
men Oder Pf lanzenteile , die diese Nukleinsaure enthalten. 

SchlieBlich war es eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, 
Vektoren anzugeben, in die das Gen zur Resistenzvermittlung 
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gegen Nematoden in Pflanzen wirksam eingebaut werden kann 
und darin enthalten ist. 

Es war weiterhin eine Aufgabe gemaB der vorliegenden Erfin- 
dung, das von der Nukleinsaure kodierte Protein und einen 
Testkit, der die Nukleinsaure enthalt, anzugeben. 

SchlieBlich war es eine Aufgabe gemaB der vorliegenden Er- 
findung, ein Verfahren zur Herstellung einer transgenen 
Pflanze und ein Verfahren zum Erzeugen einer Resistenz gegen 
Nematoden anzugeben. 

Es war auch eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, den 
Promotor anzugeben, der die Expression des oben angegebenen 
Resistenzgens kontrolliert . 

Diese Aufgaben werden durch die in den Ansprtichen angegebe- 
nen Gegenstande der Erfindung gelost. 

Figur 1 zeigt eine Northern-Analyse von Gesamt-RNA aus Blat- 
tern und Wurzeln. Die Gesamt-RNA wurde aus Blattern und Wur- 
zeln von sechs Wochen alten Pflanzen isoliert, die entweder 
(1) infiziert Oder (2) nicht infiziert waren. Die Vollangen- 
cDNA 18 3 2 wurde als Sonde verwendet. 2 0 nq Gesamt-RNA wurden 
in 1,3 %iger Agarose aufgetrennt und auf Nylonmembranen 
transfer iert. Der Filter wurde uber Nacht mit der radioaktiv 
markierten Sonde bei 60°C hybridisiert und anschlieftend fur 
2 x 30 min bei 60°C in 0,2 x SSC gewaschen. 

GemaB Anspruch 1 der vorliegenden Erfindung wird eine Nu- 
kleinsaure, die in Pflanzen, vorzugsweise aus der Familie 
der Solanaceaen und/oder Chenopodiaceaen und/oder Brassi- 
caceaen, besonders bevorzugt der Gattung Beta und/oder Bras- 
sica und/oder Solanum eine Resistenz gegen sedentare Nemato- 
den induziert, bereitgestellt . Die Bereitstellung eines sol- 
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chen Gens erlaubt es, Kulturpf lanzen zu ziichten, die eine 
Resistenz gegen sedentare Nematoden aufweisen. Derartig re- 
sistente Kulturpf lanzen sind selbstverstandlich ihren nicht 
resistenten Verwandten weit iiberlegen, da sie nicht von Ne- 
matoden befallen werden konnen und daher weniger kranheits- 
anfallig sind. Durch die Bereitstellung der Nukleinsaure, 
die die Resistenz gegen sedentare Nematoden in Pflanzen 
tragt, ist es weiterhin moglich, resistente Pflanzen zu er- 
halten, die dennoch eine gleichhohe Qualitat und Leistungs- 
fahigkeit wie andere, nicht resistente Kulturpf lanzen auf- 
weisen. Dies ist darauf zuriickzuf iihren , daB eine einzelne 
Nukleinsaure, namlich die Nukleinsaure fur die Resistenz ge- 
gen sedentare Nematoden, in die Pflanzen ubertragen wird, 
wahrend bei konventionellen Zuchtungsverf ahren neben den ge- 
wiinschten Genen auch andere DNA-Seguenzen ubertragen werden, 
die unter Umstanden fur unerwunschte Eigenschaf ten kodieren. 

Besonders bevorzugt umfaBt die Nukleinsaure, die die Resi- 
stenz gegen sedentare Nematoden induziert, einen transla- 
tierten Bereich, der zu der Seguenz des Hsl pro-1 -Gens aus Be- 
ta procumbens mindestens 60 % homolog ist. Hierzu zahlen un- 
ter anderem die homologen Gene aus Beta webbiana und Beta 
patellaris . Das HSl pro-1 -Gen aus Beta procuinbens tragt eine 
Resistenz gegen sedentare Nematoden in Pflanzen. Eine 60%- 
ige Homologie mit der oben aufgefiihrten DNA-Sequenz ist be- 
reits ausreichend, urn die gewunschte Eigenschaf t der Resi- 
stenz gegen sedentare Nematoden in einer Pflanze zu induzie- 
ren, die diese Nukleinsaure tragt. Erf indungsgemaBe Gene 
sind ebenfalls erhaltlich durch Absuchen von Genbanken mit 
der Sequenz 18 32, wobei die Hybridisierungsbedingungen wie 
folgt gewahlt werden konnen: 

Hybridisierungstemperatur 50°C, vorzugsweise 60°C, und Wa- 
schen der Filter in 0,5 x SSC, vorzugsweise in 0,2 x SSC fiir 
beispielsweise 30 Minuten. 
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Besonders bevorzugt ist die Nukleinsaure, die eine Resistenz 
gegen sedentare Nematoden in Pflanzen induziert, die folgen- 
de DNA-Sequenz umfafit: 



ATGAGAAGGT 

GTGGGTATAG TTTGGGCCTT GGTGAGCCCA ATTTGGACGG AAAGCCCAAT 
TTAGATTACG ACGCCGTTTG TCGTCCTTCT GAGCTTCACG CGCTTAAAAA 
GGGCGCGTTG GATTATATTC AGAATTCGGA AAATCAGATA TTGTTTACAA 
TTCATCAGAT TTTCGAGTCG TGGATTTTTT CCTCGAAAAA ATTGTTGGAT 
CGAATAAGTG AGAGGATCAG TAAAGAAGAG TTTACCAAAG CAGCAGATGA 
TTGTTGGATA CTGGAGAAAA TATGGAAGTT ATTGGAGGAA ATCGAGAATT 
TACATTTATT AATGGATCCT GACGATTTCC TGCATCTGAA GACGCAACTG 
AGGATGAAAA CAGTGGCGGA TTCTGAAACT TTTTGTTTTC GATCAAAAGG 
ACTGATCGAG GTAACAAAAT TAAGCAAGGA TCTACGGCAC AAGGTGCCGA 
AGATCCTTGG TGTAGAGGTG GACCCTATGG GAGGACCGGT GATACAAGAG 
TCGGCAATGG AGTTGTACCG AGAAAAAAGA AGATACGAGA AGATACATCT 
GTTACAAGCG TTTCAAGGGG TGGAATCCGC TGTTAAAGGG TTTTTCTTTA 
ATTATAAACA GTTGTTGGTG ATCATGATGG GTAGTTTGGA AGCGAAAGCG 
AATTTTGCTG TGATTGGTGG TTCTACTGAG TCTTCGGATT TGTTGGCTCA 
GTTGTTTTTA GAACCTACTT ATTATCCGAG TTTGGATGGT GCCAAGACTT 
TTATTGGTGA TTGTTGGGAG CATGATCAGG CTGTTGGTAG CGGCCTCGAT 
TGTCGTCATC ATCGGAAGAA TCGGACTGCG AAACAATGA 



Diese Sequenz soli im folgenden als Nr. 1832 bezeichnet wer- 
den. 



Ebenfalls von der vorliegenden Erfindung umfaSt sind Nu- 
kleinsauren, die ein Protein kodieren, das die gleiche Nema- 
todenresistenz verleiht, wie das durch obige Nukleinsaure 
Nr. 1832 kodierte Genprodukt, wobei vorzugsweise alle diese 
Genprodukte die gleiche Aminosauresequenz umfassen. 



Vorzugsweise ist die Nukleinsaure eine cDNA. 



In einer weiteren Ausfuhrungsform ist die Nukleinsaure, die 
die Resistenz gegen sedentare Neroatoden in Pflanzen indu- 
ziert, eine genomische DNA, die die folgende DNA-Sequenz um- 



TCTAGAGCTG TCGACGCGGC CGCGGAATTA ACCCTCACTA AAGGGAACGA 
ATTCGGATCT TCTTTCTTGG TGCTTAATTT TTTGACACTA ATCCGATTCT 
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TAGCATTAAG TTGAAGCACA CTCTTGATAA ACTATGTTAC TATGTATCAT 
TGTCAATATG CTAAGAATTT GTCTTGACCT CATCGCTATG TATAAGCATC 
TAATACTTTC CTAAACTAGT AAAAACAAAT ATTCCATCCG TCCCATAATA 
TGAGTCCCCT TTCTATTTTA GGAGTCAAAA TTTTAAAATT TTTGACCAAA 
TATTCTTATT ACTATATATA AAAACATATT CATGTGGGAT CTTGTTAGAT 
TCGTCTTAAT ATGTATTTTC ATAATATCAA CTTTTTATAT TTTTTTACTA 
ATACGAAATT GAAGATATAC AATGTCTTAA AGACTATGCA AAAGTAAGCA 
GAACCTATAT TTTGGGACGG AGGGAGTAAT AAGTAATATT GATTGACGCA 
TAATTTGTAT ATAAATATTT CAAATTGATA CTACTTTAAA TAATATAGTT 
AATGCTTATA AATAAGCCTA AAGACTGTGA ATAGCAAGAT CGTTAAAAAT 
AAAATTTGAA AATATTTGAT ATGGATAATG AAATTGGAAA TGGCATGCTT 
AGCTTCTCGG GAATCTTATA CCGCTACATC TATAATAAAA ATTCCTCATA 
AAATTTTGCC CATTTTAACA CACGAAATTC GTCCTTTTAC GCGAGCCCTT 
TCCACACGTC TTTAAAATTT AAAAACCTCG TCTTTACTCT CCCCACCTAT 
ATATATACAC GTCCCCCCTT CTCTACTTCC CATCTCACAT ACACATACCC 
AATCCACAAA CTTCCATCTT ATCCAACTTT CTCTCACCTA TCTCCTTCTT 
CAATTTTCAA AACTCAAAAG AAAATGGTAG ATTTCGATTG CAAAACAAAA 
ATGGTACAAT CAACACCAAA CCTCACAAAA AAATCTCCAA AAATCACAAC 
CAAACGCACA ATATCAACAC CATTAATTTC ACCAGTACCA GTAATTTCCG 
GCGAATTATC TCCGGCGTCG GAATCATCCT GTTCAGCTTA CGAATCGTAT 
CTCAAATTAC CGGAGCTCCG TCAACTATGG AGTTCAAAAG AATTCCCCGG 
TTGGGATAAC GAACCGATAA TCAAACCGGC TTTGCAAGCA TTAGAGATAA 
CATTCCGGTT CATCTCACTC GTTTTATCCG ACGCTAGACC GTACATAAAC 
CGGCGAGAAT GGAACCGGAA ATTAGAGTCG TTAGCGAGAG ATCAAGTCCG 
AAACTCATCT CAGTTCTCTG CGGAAGACGA TGAGACACGT GGATCAGCTC 
CGAATCGTTG ATCTGACGTC ATCGTATGGT GAGGTGATGT CACAAACAGA 
AGTTCAGCGG AGGTATGGAA GCTTGCGAAT GGAGAACATG ATACTACCGT 
GGTCTGTCGT AGTAGCGAAT TTAGTCTCCT TCCGAGGTTA GCCACGTGGC 
AGAAGTCGGA GGAGATTGCT TCTAGAATCT TCTACGCGGT TGAATCTGCT 
ATGAGAAGGT GTGGGTATAG TTTGGGCCTT GGTGAGCCCA ATTTGGACGG 
AAAGCCCAAT TTAGATTACG ACGCCGTTTG TCGTCCTTCT GAGCTTCACG 
CGCTTAAAAA GGGCGCGTTG GATTATATTC AGAATTCGGA AAATCAGATA 
TTGTTTACAA TTCATCAGAT TTTCGAGTCG TGGATTTTTT CCTCGAAAAA 
ATTGTTGGAT CGAATAAGTG AGAGGATCAG TAAAGAAGAG TTTACCAAAG 
CAGCAGATGA TTGTTGGATA CTGGAGAAAA TATGGAAGTT ATTGGAGGAA 
ATCGAGAATT TACATTTATT AATGGATCCT GACGATTTCC TGCATCTGAA 
GACGCAACTG AGGATGAAAA CAGTGGCGGA TTCTGAAACT TTTTGTTTTC 
GATCAAAAGG ACTGATCGAG GTAACAAAAT TAAGCAAGGA TCTACGGCAC 
AAGGTGCCGA AGATCCTTGG TGTAGAGGTG GACCCTATGG GAGGACCGGT 
GATACAAGAG TCGGCAATGG AGTTGTACCG AGAAAAAAGA AGATACGAGA 
AGATACATCT GTTACAAGCG TTTCAAGGGG TGGAATCCGC TGTTAAAGGG 
TTTTTCTTTA ATTATAAACA GTTGTTGGTG ATCATGATGG GTAGTTTGGA 
AGCGAAAGCG AATTTTGCTG TGATTGGTGG TTCTACTGAG TCTTCGGATT 
TGTTGGCTCA GTTGTTTTTA GAACCTACTT ATTATCCGAG TTTGGATGGT 
GCCAAGACTT TTATTGGTGA TTGTTGGGAG CATGATCAGG CTGTTGGTAG 
CGGCCTCGAT TGTCGTCATC ATCGGAAGAA TCGGACTGCG AAACAATGAT 
GGTTTCGAAG TTAGTTTTGG ATTGAGTTTG GTTTGATCTG ACTCGGCTGA 
GTAATGGGCG GCGATAGGGA GGTTATGGAG AACGTGGGGC GGAAAGTGGG 
TGGCCTTGTT AGTGAGACGT GCAAACTTTG GTTACTATTA CATGTGATAT 
ACTTATATTT AGTGGGAATA TTGCTTTGGT GTATATAGAT AAATTTTTGA 
ATTAATTGTT ACACTTGTAT TAGTAAATTC TGTATCATGA TGATTATAAC 
ATGAATTTTT TGTTGTGACT TTAAATGAGA TTTATGCTCC TTAATCCTTA 
TTTCACTGAT ATTATTTTTT TGTAGTCTGA GTATAAGTGC GGAGTTTAAT 
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CAAGCAAGAG AAAATAATAG AAGGTGATTG CATACTTGGA TTGGAGATCA 
ATATCTAAAA GATGGTTATG AAACTATTGT GAATAACGGA GTACATGTCC 
AACACCACAC ACGTATGACT GTGTACCTCT AATTTACAAA GAGATTTACA 
AAATCTAGAT GAGTTTTGAT ATGATCGACA TTGTCTCTAA ATGGGAGATA 
AGAATTAAAT CGTGAGGCTC TTTGCGGCTA G?TCTTCCGA ATAAAATAAG 
AAACAATGGT TTACTCTAAT TCA7TTTTCC AATTGGCAAA GTGGCACAAG 
CTTCAATAA? T?GGCTCTTC ACAATTGAGT ATAAAAGAAT GGGTTAATTA 
C?CCGG?CTT TGAATAAAAT TAATCCTATT TAATTGTTTT TGAAATATTC 
TTAAAAATA? CGTTGTCTAA TACTTTCTTT AGTTGGGACC CGGTTCTGAA 
CC7ACTTAAA TTAATGGGCT CAATGGCCGC CTAATTTCCT CTTGTTATTT 
TTAGCCTTTT TTTTCCTTTT TTTCCCTTTA AAATAACTAT TTGTTCTCTT 
GAATATCTTA AAATACGTGT CTATC??CTT TAGTTGGACC GTCTGAACTA 
TTATTATGCT ATGCACTATT CCTTTGTATT TACCTTTTTC TTTTTCCTTT 
AAATACTATT GTTCTCATTT CAATTATATT CTATTTTTGT TAAAAAACGG 
TCTTAATTTT TACAACAGTA AAATTATTGA TTTTCCTTCT ATATTAAAAT 
TTGAAAGTGA ATGTATTTCG AAATTTAGGT ATATGAATAT TTATATTGTT 
CGATTAATGA TGATAAAAGG ATTTTACTCA TTAACCTAAA CCATTTCTAG 
ATAAGATAAG AGGAACTTCC ACCTAGTTAA CATGTCTCAC TTTCCTAGTA 
GACGAATCTA AATTGCGTTG CTGGATTTAG AACTTTGGTC AAGATAATGG 
CAAAACTTTC AAGCACCCGT AGATGCATTT TCC?CGACAT TTCTCATACA 
GCACTAAACG TTTCAACTTC CTCTTTTATT TTCTTGAAAT TTTTTGTGGC 
AATGAGAAAC GTTCGAAGTT GATCTTTGCG TTTCGACGAT TTGAAATAAG 
AAAATGCGTA TTGTCGGCAA CTGATTGTAG TAGTTGC7GT TATTATAATG 
ATAGTCTTTT ATATAGAATT CATTTAATTC TAATTCATTT GAATCCAGTT 
AAGTTGAGTT TAGTTTAGTC AGCCTAAAAG AACAAAGTAA GTCATGGAAT 
GGAATGAAGA T G T A AT C AAA TAGAGGAGGG GCTGATAACA ATAATTATTA 
CTTATGTTGC GTGTTCAATT CAGTAATGAA AAAAATAAGG TTGAATTAGG 
AGGGTAATAC AATTATTACC GGTGATGTGA TAAAACTAAT GTTTAAGGGT 
TTAAGTTACT CTAAACCCTC AATTAAACAT AGTCTAACAA AAAATTCTCA 
TAATCTAAAT CAAACACGTA CTTATACAAT CCTCTACATG AATCCGTTTC 
TAACTCTAAA GGAAGATCGA TACTTATTAG AATCCGTTTC CAACCCTAAA 
AATGACTGAT CAAAGGTTCA TGGATTTTGG AAGGGAAAGA CGAATGCGAG 
GGCAGTGTAC AGGATAATGT GCATGAGATG GCAAGGGTCA TGCTAGTTAG 
AGCAAAATAT A7ATGACTTA ATTCAAAAAC TACCTACTAT TTCAAATTAA 
TAGACTTTAT TGGAGTCATG AAGTGTACTG TTTGGTACAC CCCACATTAC 
TCATGCACTA CACCTAATTT GTCACAGCAT TCAGCTGCCC TTGTTTTGCA 
GTCTTTGGAG CTGGCGTGCC TCTTGTTGCT GGTTAGTCGG CGCTTGGTCT 
GTTGTG??GT GACCCTCTGT TTTTTTTTTT TTTTAAAATG GTCGCTGATT 
ACTAT7CTGT GTATT7CATT TTGTACTCCC TCGTATCCAA TTATATGCTA 
CACTTTTTTT GCGGACTCCA AAACGTTTTT TTTTT?TGTC CGAGAGATAG 
AGAGGAAAAG CCCATGTTGT TAGGAGAGAG 7TCGGGAGAA GGAAAAGCCA 
AATAAAGAAG TAATAACATC TAAATAAGAA AATTCCTTTG ATGGAAAGTG 
TAGCGACTAA AAAACGAAGG ACAATATGTA GTTTTCATAT GCCTTTACCT 
TTGCAATCTC CTTTTTTATT GTTTACCCAT ACTGGATTAG GTTGGATTTA 
TCAACACAAA ATGAGTTGGA CTATATCACT ACATTACTGT GGTCCTGTGG 
ATACATCAAC AAAAAAAATG AGTTGGACCA TATCAATGTG TTAGCGTGGA 
TTATGTACAC ATTGGACTGG AGTTGAAGCA AATATAATCT GAAAAGGGCG 
ATGGGTTAGG TCATGAGGTA TTTAGAATAA GACTTTGATC AAGCCCAAAT 
CCACCCGCAA AGAATTATAC CCTTTATTTT CAAGGCACCA TCACTGCATA 
AAATAATCTG AAATGCCACA AAAGATTAAC GTCCAATATG CTCACAGCCA 
AAAATCAATC CATTATTGTT TGGTAAGAAA AGGTAATAGG CTAGATCAAT 
TTGCTGCCAA TTGCCAGGCC TGTGGGCCTG TCACCTGTGG GTAATTTAAT 
ATG7CTCAAA TGGGTCGGCC TGTTAAGTAC ACCAACATGA ACTTAAAGCT T 
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An Positionen mit (?) kann sich A, G, C oder T befinden oder 
das Nukleotid ist nicht vorhanden. Der Translationsstart ist 
unterstrichen. Die f ettgedruckten Buchstaben stellen den 
cDNA-Anteil dar. In dem beigefiigten Sequenzprotokoll ent- 
spricht (?) dem Buchstaben N. 

Diese Sequenz soil im folgenden als Nr. 1832.1 bezeichnet 
werden. Die urspriingliche Sequenz von 54 07 Nukleotiden, wie 
in Figur 2 angegeben, enthielt Sequenzierf ehler , die sich 
jedoch nicht auf den proteinkodierenden Bereich auswirken. 

SchlieBlich umfaBt die vorliegende Erfindung die Sequenz ge- 
maft dem Seq.Id.No3. (auch als 1832A1 bezeichnet). 

UmfaBt ist auch eine Nukleinsaure, die erhaltlich ist durch 
Absuchen einer DNA-Bank mit einer wie oben beschriebenen 
DNA-Sequenz und die fur eine Nematodenresistenz kodiert, wie 
fur Klon 1832 nachgewiesen . 

Vorzugsweise stammt die Nukleinsaure aus einer Wildart der 
Sektion Procumbentes der Gattung Beta . 

Besonders bevorzugt lost die Nukleinsaure, wie oben be- 
schrieben, eine Resistenz gegen sedentare Nematoden der Gat- 
tungen Meloidogyne . Heterodera und/oder Globodera aus. Ganz 
besonders bevorzugt ist die Induktion einer Resistenz gegen 
Heterodera schachtii in Pflanzen. Besonders bevorzugt wird 
die Resistenz gegen sedentare Nematoden in Pflanzen der Art 
Beta vulgaris induziert. 

Bei der Einschleusung eines derartigen Gens in die zu veran- 
dernden Pflanzen wird in aller Regel lediglich die Eigen- 
schaft Nematodenresistenz beeinfluBt. Es sind keine pleio- 
tropen Geneffekte zu erwarten. Damit bleibt die Leistungsfa- 
higkeit des Zuchtmaterials unberuhrt. Die transgenen Pflan- 
zen, die das o.g. Gen exprimieren, zeigen eine inkompatible 
Reaktion gegeniiber Zystennematoden. Damit konnen sie fur die 
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Ziichtung resistenter Sorten eingesetzt werden. Da es sich um 
eine natiirliche Resistenz-Nukleinsaure aus Wildarten der 
Sektion Procumbentes der Gattung Beta handelt, werden keine 
Akzeptanzproblerae hinsichtlich gentechnisch veranderter 
Pflanzen erwartet. Nematodenresistente Sorten, die das oben 
genannte Gen besitzen, konnen zu einer Erhohung des Anteils 
von Wirtskulturen in der Fruchtfolge fiihren. Im Falle der 
Zuckerriibe bedeutet das theoretisch, da6 eine Kultur mit ho- 
hem Deckungsbeitrag in verstarktem Mate angebaut werden kann. 
Ferner ist die HSl pro_1 -Sequenz nicht nur in Pflanzen der 
Gattung Beta aktiv, sondern sie vermag auch eine Nematoden- 
resistenz in Pflanzen anderer Gattungen, wie beispielsweise 
in Arabidopsis thaliana , zu erzeugen. 

Ob eine aufgefundene Sequenz das Potential besitzt, einer 
Pflanze Nematodenresistenz zu verleihen, laflt sich anhand 
tiblicher Teste iiberprufen, wie sie beispielsweise im folgen- 
den noch naher erlautert werden. 

Gemaft einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm der vorlie- 
genden Erfindung wird ein Vektor, besonders bevorzugt ein 
kunstliches Hef echromosom, zur Verfugung gestellt (yeast ar- 
tificial chromosome, YAC) , das eine Resistenz gegen sedenta- 
re Nematoden in Pflanzen vermittelt und die Nukleinsaure, 
wie oben beschrieben, enthalt. 

Das YAC kann z.B. folgende DNA-Sequenz enthalten: 

1. (Nr. 1832) 

2. (Nr. 1832.1) 

Eine 60%-ige Homologie zu der in den YACs enthaltenen Nu- 
kleinsauren geniigt zur Induktion einer Resistenz in den 
Pflanzen. 

Bevorzugte YACs sind die folgenden: 
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TABELLE 1 



YAC 


GroBe in 
kBp 


Spezifitat 


klonierte Sequen- 
zen der YAC-Enden 


links 


rechts 


YAC42D12 


50 


643 




+ 


YAC112G9 


60 


643 


+ 


+ 


YAC120E7 


150 


643 


+ 


+ 


YAC31G11 


70 


D13 


+ 


+ 


YAC8 0G3 


200 


YAC31L 




+ 


YAC116C5 


50 


YAC31R 






YAC114H8 


120 


YAC104L 







In einer bevorzugten Ausf Uhrungsf orm wird eine Resistenz ge- 
gen Nematoden der Gattungen Meloidoavne . Heterodera und/oder 
Globodera in Pflanzen induziert. Besonders bevorzugt richtet 
sich die Resistenz gegen Heterodera schachti i . 

Vorzugsweise wird die Resistenz gegen sedentare Neraatoden in 
Pflanzen der Art Beta vulgaris induziert. 

Weiterhin richtet sich die Erfindung auf die Verwendung der 
Nukleinsaure Oder des Vektors, wie oben beschrieben, zur In- 
duktion einer Resistenz gegen sedentare Nematoden in Pflan- 
zen. 

Die Erfindung ist auBerdem auf eine transgene Pflanze ge- 
richtet, die die Nukleinsaure oder den Vektor, wie oben be- 
schrieben, enthalt. 

Das Gen kann durch Transformation mit Standardmethoden ent- 
weder unter der Kontrolle eines konstitutiven Promotors oder 
unter der Kontrolle des internen Promotors, der stromauf- 
warts der translatierten Sequenz liegt, in Pflanzen zur Ex- 
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pression gebracht werden. Dadurch wird eine inkompatible Re- 
aktion mit den sedentaren Nematoden, insbesondere dem Zy- 
stennematoden Heterodera schachtii , hervorgeruf en. 

Die stromauf warts gelegene, ca. 1500 Nukleotide umfassende 
Promotorregion des Gens kann zur wurzelspezif ischen Expressi- 
on beliebiger Gene in beliebigen Pflanzen verwendet werden. 
UmfaBt sind Promotoren, die sich von der 5' nicht translat- 
ierten Region des HSl pro-1 -Gens ableiten und die gleiche Pro- 
motoraktivitat zeigen wie der HSl pro_1 -Genpromotor . 

Ein bevorzugter Promotor befindet sich innerhalb des Xba l- 
Fragments zwischen Nukleotidposition 1 und 1521 in der Se- 
quenz 183 2.1. Weiterhin bevorzugt sind Promotoren, die sich 
von dem genannten Promotor durch z.B. Insert ionen, Deletio- 
nen, Substitutionen und/oder Inversionen ableiten und die 
gleiche Promotoraktivitat beibehalten oder sogar starkere 
Promotoraktivitat zeigen. Das Vorhandensein von Promotorak- 
tivitat laflt sich mit den ublichen Verfahren bestimmen, wie 
beispielsweise im folgenden anhand der Beispiele erlautert. 

Als erf indungsgemafl werden Derivate des oben genannten 1832- 
Promotors angesehen, die mindestens 10 % von dessen Promo- 
torstarke aufweisen. 

So wird der 1832-Promotor beispielsweise in Arabidopsis tha- 
liana aktiviert mit dem Ergebnis, da6 die Sequenz 1832 unter 
der Kontrolle des genannten Promotors in diesem Wirt eine 
Resistenz gegen Heterodera schachtii hervorruft. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm gehort die transgene 
Pflanze der Gattung Beta oder der Gattung Brassica an. Be- 
sonders bevorzugt gehort die transgene Pflanze der Art Beta 
vulgaris an. 



WO 98/12335 



14 



PO7EP97/05130 



Die Erfindung ist auch auf Zellen, Samen oder Pf lanzenteile 
gerichtet, die die Nukleinsaure oder den Vektor, wie oben 
beschrieben, enthalten. 

Ferner ist die Erfindung auf das von der Nukleinsaure ko- 
dierte Protein gerichtet, sowie auf Derivate davon mit den 
gleichen resistenzverleihenden Eigenschaf ten. 

Die erfindungsgemaBen Proteine sind erhaltlich durch Expres- 
sion der erfindungsgemaBen Nukleinsaure in einem geeigneten 
Wirt wie Bakterien, Hefen, Sauger- und Pf lanzenzellen. 

Die Erfindung betrifft auBerdem einen Testkit, der eine Nu- 
kleinsaure oder einen Vektor, wie oben beschrieben, oder ein 
Protein, wie oben beschrieben, enthalt. Ferner betrifft die 
Erfindung ein Verfahren zur Herstellung einer Pflanze, da- 
durch gekennzeichnet, daB eine Nukleinsaure, wie oben be- 
schreiben, in eine Pf lanzenzelle eingebracht wird und eine 
Pflanze aus der Pf lanzenzelle regeneriert wird. 

Desweiteren betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren 
zum Erzeugen einer Nematodenresistenz in Pflanzen, das da- 
durch gekennzeichnet ist, daB eine Nukleinsaure, wie oben 
beschrieben, in eine neniatodensensitive Pflanze eingebracht 
wird. 

Die Erfindung betrifft auBerdem einen Promotor, der die Ex- 
pression der oben beschriebenen Nukleinsaure mit steuert und 
der dadurch gekennzeichnet ist, daB er wurzelspezif isch ak- 
tiv ist. 

Der 5 1 -f lankierende Bereich des Gens, ein ca. 1,5 kb Xbal- 
Fragment, enthalt typische Elemente eukaryotischer Promoto- 
ren, wie z.B. die TATA-Box . Der Promotor ist of f ensichtlich 
wurzelspezif isch, weil nach Northern-Analyse mit Blatt- und 
Wurzel-RNA lediglich ein Signal mit Wurzel-RNA gefunden wur- 
de. Dies bestatigen auch Experimente mit transgenen Kartof- 
feln, die mit einem Fusionsprodukt aus dem 183 2 -Promotor und 
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dem GUS-Gen transf ormiert worden sind. Dort zeigten die Wur- 
zeln eine eindeutige Farbreaktion, die auf eine Aktivitat 
des 1832-Promotors schlieBen liefi. 

Damit kann der 1521 Nukleotide umfassende 5'-Bereich des 
1832-Gens und Derivate davon mit entsprechender Promotorak- 
tivitat fur die Expression beliebiger Gene, insbesondere in 
Wurzelgeweben, unterschiedlicher Pflanzen genutzt werden. 
Geeignete Derivate sind solche, die mindestens 10 % der Pro- 
motoraktivitat der 1832 . 1-Sequenz aufweisen. Anwendungsbei- 
spiele sind die Expressionen von Genen fur Resistenz gegen 
Nematoden sowie Resistenz gegen weitere wurzelburtige Scha- 
derreger, sowie Expression von Genen, die an der Saccharose- 
Translokation beteiligt sind und allgemein von Genen, die an 
der Saccharose- oder Inulinspeicherung beteiligt sind. Deri- 
vate des erf indungsgemaBen Promotors sind Sequenzen, die 
sich von dem Promotor des 1832-Gens z.B. durch Deletionen, 
Insertionen, Basenaustausche usw. ableiten, wobei die Promo- 
toreigenschaften des 1832-Genpromotors beibehalten werden. 

SchlieBlich betrifft die Erfindung einen Primer fur die PCR, 
erhaltlich aus der Sequenz Nr. 1832.1. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen im 
einzelnen beschrieben, wobei diese Beispiele den Umfang der 
Erfindung nicht begrenzen sollen. 

Beispiel l 

Klonierung des HSl ^^ -Gens 

Fur die Klonierung des HSl prol -Gens wurden eng miteinander 
verbundene Marker identif iziert . Ein B. procumbens -spezi- 
fischer Satellit (pRK643) wurde von einer der Fragment- 
Additionslinien kloniert. Eine Southern-Analyse zeigte, daB 
alle getesteten, resistenten Linien diesen Satelliten tru- 
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gen, was andeutete, daft er in der Region des Genoms der 
Wildart B. procumbens verteilt ist, in der das Gen lokali- 
siert ist. Dieser Marker erwies sich als hilfreich bei der 
Identif izierung der Translokationslinie mit dem kleinsten 
Segment der Wildrube unter einer Mehrzahl chromosomaler Mu- 
tanten. Diese Linie wurde fur die positionale Klonierung des 
Gens ausgewahlt. Der Marker pRK64 3 kosegregierte perfekt mit 
der Resistenz in einer segregierenden F2-Population von 241 
Individuen. Unter Verwendung dieses Satellitenmarkers als 
Sonde wurden 3 Klone aus einer YAC-Bibliothek der Line 
A906001 extrahiert, die die HSl pro_1 -Genregion umfaflten. 

Beispiel 2 

Identif izierung der transkribierten Sequenzen der YACs 

Um die transkribierten Sequenzen der YACs zu identif izieren, 
wurde eine cDNA-Bibliothek aus den Wurzeln von mit Nematoden 
infizierten A906001-Pf lanzen erstellt und mit den drei YACs 
gescreent, was zu der Isolierung von drei cDNA-Klonen, nam- 
lich den Nummern 1832, 1845 und 1859 fiihrt. Der Klon 1845 
zeigte eine Kreuzhybridisierung mit Zuckerriiben-DNA, wahrend 
der Klon 1859 multiple Bandenmuster mit der DNA von sowohl 
anfalligen als auch resistenten Ruben ergab. Die weiterfiih- 
rende Arbeit konzentrierte sich auf die cDNA 1832, da: 

1. Diese cDNA ein Einzelkopiesignal mit DNA der resistenten 
Linien ergab, wahrend kein Signal mit DNA von der anfalligen 
Zuckerriibe sichtbar war, was die Annahme zulaJit, da/5 dieses 
Gen in kultivierten Ruben nicht vorhanden ist. Alle monoso- 
men Additionslinien, die das HSl pro_1 -Gen trugen, ergaben ein 
Signal mit dieser Sonde. 



2. Es zeigte eine vollstandige Cosegregation mit der Resi- 
stenzeigenschaft in den segregierenden F2-Populationen . 
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3. Ein ca. 1,6 kb-Transkript war nur in Wurzeln von resi- 
stenten Pflanzen vorhanden, wie durch Northern-Analyse ge- 
zeigt wurde. Ein deutlich starkeres Hybridisierungssignal 
wurde im Vergleich zu nichtinf izierten Wurzeln mit RNA von 
Wurzeln gefunden, die mit Heterodera schachtii infiziert wa- 
ren. 

4. Die Sequenzanalyse des vorhergesagten Polypeptids zeigte 
Motive, die typisch sind fur in letzter Zeit klonierte Resi- 
stenzgenprodukte . 

Unter Zusammenf assung dieser Resultate reprasentierte der 
Klon 1832 ein wildriibenspezif isches Gen, das nur in Wurzeln 
exprimiert wird und nach Nematodeninf ektion stimuliert wird. 

Beispiel 3 

Genet ische R eimplement ierungsanalyse 

Fur die genetische Komplementierungsanalyse wurden Haarwur- 
zelkulturen durch Induktion mit Acrrobacter ium rhiy.ng snps er- 
halten und verwendet. Die Haarwurzelkulturen der Zuckerrube 
erwiesen sich als geeignetes Substrat fur Wurzelpathogene . 
Die kompatible Reaktion der anfalligen wie auch die inkompa- 
tible Reaktion der resistenten Wurzeln auf Zystennematoden 
wird in Haarwurzelkulturen der Zuckerrube aufrecht erhalten. 
Eine anfallige Zuckerrubenlinie (Nr. 93161p) wurde mit der 
1450 Basenpaar (bp) cDNA 1832 unter Verwendung eines A . rhi- 
zoqenes-vermittelten Gentransfers transf ormiert . Die gen- 
technische Veranderung der Transf ormanden wurde durch GUS- 
Assay und DNA-Blot-Analyse bestatigt. Nach Inokulierung mit 
J2-Juvenilen wurden sechs unabhangig voneinander transfor- 
mierte Wurzeln gefunden, die das 1832-Gen exprimierten und 
dieselbe inkompatible Reaktion wie die resistente Linie 
A906001 zeigten, wahrend sich Nematoden regelma&ig auf den 
anfalligen Kontrollen entwickelten und auf den Haarwurzeln, 
die das Gen nicht enthielten. Anfalligkeit konnte nach 
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Transformation von einer resistenten Wurzelkultur mit einem 
Gegensinnkonstrukt der cDNA 1832 wiederhergestellt werden. 

Diese experimentellen Daten belegen, daft die Resistenz in 
Haarwurzeln aus der Linie 93161p von der Expression des 1832 
Gens abhangt. Das isolierte Gen wird als HSl pro-1 -Gen be- 
zeichnet, da es die Nematodenresistenz auf die anfallige 
Zuckerriibenlinie derartig iibertragt, daB sie vollstandig mit 
der Resistenz in der Linie A906001 ubereinstimmt. 

Beispiel 4 

Sequenzierung der cDNA 

Die Sequenzierung der gesamten cDNA und des korrespondieren- 
den genomischen Klons zeigte einen offenen Leserahmen ohne 
Introns von 846 bp, die ein vorhergesagtes Genprodukt von 
282 Aminosauren kodierten, was mit den von den RNA-Blots er- 
haltenen Daten ubereinstimmt. 

Beispiel 5 

Strukturanalvse der Aminosaureseauenz 

Die Aminosauresequenz des vorhergesagten Polypeptids kann in 
vier verschiedene Subdomanen unterteilt werden. Ein vermut- 
liches Signalpeptid (Domane A) kann am N-Terminus definiert 
werden, der vermutlich die Aufgabe hat, das Protein zur 
Cytoplasmamembran zu leiten. Eine leucinreiche Region 
(Domane C) , die in imperf ekten, leucinreichen, sich wieder- 
holenden Einheiten angeordnet ist, zeigt sich deutlich am N- 
Terminus des HSl pro-1 -Polypeptids . Die sich wiederholenden 
leucinreichen Einheiten (LRR) sind Teil der Protein-Protein- 
Interaktion und wurden in vorher klonierten Resistenzgenen 
aus Pflanzen gefunden, z.B. dem RPS2-Gen von A. thaliana . 
Ihre Funktion variiert von mutativen Erkennungsstellen in 
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Rezeptor-ahnlichen Molekulen, die extrazellular lokalisiert 
sind, zu katalytischen Domanen von Enzymen, die im Cytoplas- 
raa aktiv sind. Ahnlich anderen LRRs , die in Pf lanzenresi- 
stenzgenen identif iziert wurden, sind die LRRs des HSl pro-1 - 
Polypeptids wenig konserviert im Vergleich zu der Konsen- 
sussequenz der LRR-Konsensus-Superf amilie . Die LRRs des 
HSl pro_1 -Polypeptids sind gekennzeichnet durch ein 2 0aa- 
Konsensusmotiv (xLxxaxxaxLxxLxxaxxxL; L = Leucin Oder Iso- 
leucin, a = aliphatisches Oder aromatisches aa, x = jedes 
aa) . Die Leucin- und aliphatischen Reste an den Positionen 
2, 5 und 16 sind in derselben Position lokalisiert wie im 
Konsensus der LRR-Superf amilie . Das hochkonservierte Aspara- 
gin an Position C ist mit einem Leucin/ I so leucin substitu- 
iert. Dieses Asparagin fallt ebenso in die Konsensus-LRRs 
des RPS2-Polypeptids. Die hydrophobe Domane von 17aa des 
HS1 pro-i_ Gens (Domane F) zeigt ein Transmembransegment an. 
Die C-terminale Domane enthalt aa mit positiv geladenen Re- 
sten und eine putative N-Glycosylierungsstelle . 

Das Elicitor-Rezeptormodell der pf lanzenpathogenen Interak- 
tion deutet an, da/3 die Produkte der Resistenzgene als spe- 
zifische Rezeptoren fur pathogene Ausloser gemaB der Gen- 
fur-Gen-Hypothese wirken. Die Sequenzanalyse von HSl pro_1 
deutet an, daB es in einer Gen-f ur-Gen-Resistenz als Teil 
einer Kaskade von Abwehrreaktionen involviert ist. Das vor- 
hergesagte Polypeptid besteht aus imperfekten LRRs , die am 
N-Terminus lokalisiert sind mit einem zusatzlichen Signal- 
peptid, einer putativen Transmembran-ubergreif enden Domane 
und einem positiv geladenen C-Terminus, und paftt so in die 
zweite Gruppe von Pf lanzenresistenzgenen. 

Ahnliche Proteinstrukturen zwischen HSl^ 0-1 und dem Resi- 
stenzgen Cf-9 aus der Tomate konnten vorhergesagt werden, 
obwohl keine signifikante Sequenzhomologie festgestellt wur- 
de. Als mogliche Art der Resistenzreaktion konnen die ex- 
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tracytoplasmatischen LRRs als rezeptorerkennende putative 
Auslbser wirken. Von Nematoden ist es bekannt, daft sie Se- 
krete produzieren, die mit membrangebundenen Pf lanzenrezep- 
toren interagieren konnen. Der positiv geladene C-Terminus 
interagiert moglicherweise mit den cytoplasmatischen Be- 
standteilen fiir die Signaliibertragung . Alternativ als Prote- 
in, das im Cytoplasma lokalisiert ist, kann es als Rezeptor 
fiir Ausloser wirken, die in die Zelle iiber den Mundstachel 
des Nematoden injiziert wurde. 

Durch die Klonierung des ersten Pf lanzengenes , das in die 
Nematodenresistenz involviert ist, sollte es besser moglich 
sein, den Proze/i der wirtsspezif ischen Abwehr gegen Nemato- 
den zu verstehen. Aufterdem bietet die Isolierung des HSl pro ~ 
1 -Gens die Moglichkeit, eine Resistenz auf Wirtspezies mit 
landwirtschaf tlicher Bedeutung zu ubertragen, in denen keine 
allele Form des Gens vorhanden ist. 

Beispiel 6 

Identif izierunq und Charakterisierunq des HSl pro ~ 1 -Promotors 

Aus einer Lamda-DASHII-Bank wurde mit einem PCR- Fragment aus 
dem 5'-Bereich des HSl pro ~ -Gens ein ca. 1 , 5 kb Xbal-Fragment 
isoliert, das dem 5 1 -f lankierenden Bereich des Gens und der 
Seguenz mit der Nummer 1832.1 entspricht. Die isolierte Pro- 
motorseguenz enthalt die typischen Elemente eukaryotischer 
Promotoren, wie die TATA-Box mit der Seguenz TACATAAA in der 
Position -23 vor dem Transkriptionsstart bzw. dem 5'-Ende 
der cDNA. 

Der identif izierte Promotor ist wurzelspezif isch, da in 
Northern-Blots ein Signal mit der Probe aus dem 5 '-Bereich 
des 1832-Gens nur in Wurzelgewebe gefunden wird. 
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Weiterhin zeigen Konstrukte enthaltend den erf indungsgemaBen 
Promotor und ein GUS-Reportergen ausschlieBlich eine Farbre- 
aktion in Wurzeln transf ormierter Kartoffeln bzw. Tabak. 

Daruber hinaus ist der Promotor durch Nematoden induzierbar. 
Dies zeigt ein Vergleich der transkriptionellen Aktivitat 
von mit H. schachtii infizierten und nicht infizierten Zuk- 
kerriibenwurzeln. Dies laBt darauf schlieBen, daB der erfin- 
dungsgemaBe Promotor Transkriptionsf aktoren bindet, die von 
Nematoden stammen Oder die infolge der Infektion gebildet 
werden. 

Die genannten Versuche demonstrieren die Wurzelspezif itat 
des HSl pro-1 -Promotors. 

Beispiel 7 

Expression der Seguenz 1832 in Arabidopsis 

Die cDNA 1832 wurde mit dem GUS-Intron-Gen (Vancanneyt et 
al. (1990) MGG, S. 245) fusioniert und unter die Kontrolle 
des 35S-Promotors gebracht. Das Konstrukt wurde unter Zuhil- 
fenahme des Vektors pAM194 (unten beschrieben) nach Stan- 
dardverf ahren mittels Agrobacter ium tumefaciens in Arabidop- 
sis thaliana eingebracht. Nach drei Selbstungsgenerationen 
wurden Linien erhalten, die eine vollstandige Resistenz ge- 
gen Heterodera schachtii aufweisen, d.h. es wurden keinerlei 
Zysten oder entwickelte Weibchen beobachtet. Der Resistenz- 
test erfolgte mit infektiosen Larven in einer Petrischale. 
Ferner wurde die GUS-Aktivitat bestimmt. 

Beispiel 8 

Gewebespezif ische Regulation des 1832-Promotors 

Fur die Studien wurde das Xbal-Restriktionsf ragment (Xbal- 
Stellen an Position 1 und 1521 der 1832 . 1-Sequenz) mit dem 
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GUS-Intron-Gen fusioniert und mittels dem Vektor pBIN19 und 
Agrobacteriura tumef aciens / Agrobacerium rhizoaenes -Kotrans- 
formation in die Wurzel von Zuckerriiben und Kartoffeln ein- 
gefiihrt. Bei der Zuckerriibe wurde beobachtet, daR in einer 
"Hairy-Root-Kultur" die GUS-Aktivitat lediglich in dem Syn- 
zytium nachweisbar war. In nicht-inf izierten Wurzeln oder in 
Bereichen, in denen sich keine Nematoden befanden, war eine 
entsprechende GUS-Aktivitat nicht sichtbar. Dies zeigt, daB 
der eingesetzte Promotor ein "Pathogen-Responsive"-Element 
bzw. Elemente besitzt, das bzw. die nach Nematodenbef all 
verstarkt aktiviert wird bzw. werden. Somit ermoglicht der 
1832-Promotor die gewebespezif ische Expression beliebiger 
Gene in Wirtspf lanzen, wie beispielsweise der Zuckerriibe. 

Beispiel 9 

Ex pression von cDNA 1832 in Brassica 

Es wurden Rapskotyledonen rait einem Konstrukt, enthaltend 
die Sequenz 1832, wie oben in Beispiel 7 beschrieben, trans- 
formiert. Die Anzucht der Kotyledonen erfolgte auf MS-Nahr- 
medium, wobei die Selektion auf MS-Nahrmedium unter Zusatz 
von Carbenicillin erfolgte. Die Untersuchung der Transfor- 
raanden zeigte positive Ergebnisse sowohl im GUS-Test wie 
auch in der PCR-Analyse. 

Beispiel 10 

Identif izierung einer Variante von Klon 1832.1, im folgenden 
1832A1 genannt 

Es wurde eine Variante zu Klon 1832 identif iziert, die ein 
offenes Leseraster umfaBt, bei dem das Startkodon mit dem 
ATG der Position 924 der 1832 . 1-Sequenz entspricht. Das 
Stopkodon entspricht der Position 2397 in der Sequenz 
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1832.1. Die Variante 1832A1 enthalt weitere geringf iigige Un- 
terschiede im Vergleich zu der Sequenz 183 2.1, wie sich aus 
dem Sequenzvergleich ergibt. Bemerkenswerterweise fiihren 
samtliche Sequenzen, d.h. 1832.1, 1832 und 1832A1 nach Ex- 
pression in Wirtszellen zur Resistenz gegenuber Nematodenbe- 
fall. Ohne an eine Theorie gebunden zu sein, kann man davon 
ausgehen, daB die kiirzere der Sequenzen, namlich 1832, samt- 
liche Elemente kodiert, die dem kodierten Protein die Fahig- 
keit verleihen, eine Resistenz gegen Nematoden hervorzuru- 
fen. Figur 3 zeigt schematisch die Kodierungskapazitat der 3 
Klone 1832.1, 1832 und 1832A1 relativ zueinander. Samtlichen 
Klonen ist der Abschnitt 1832 gemeinsam. 

Beispiel 11 

Herstellen des Expressionsvektors pAMl94 

Der hergestellte binare Vektor pAM194 verbindet die Eigen- 
schaften eines Klonierungsvektors und eines Pf lanzentrans- 
formationsvektors (Ti-Plasmids) . Die Eignung als Transforma- 
tionsvektor wurde zusammen mit Aqrobacterium tumefaciens als 
auch in Kombination mit Aqrobacterium rhizoqenes fur Ko- 
transf ormationsexperimente gepruft. Der Vektor ist ein Deri- 
vat von pBI121 (Jefferson et al. 1987) (Clontech Laborato- 
ries) ; das Grundgerust fur pBI121 stellt pBIN19 (Bevan et 
al. 1984) bereit. 

pAM194 umfaBt folgende Elemente: 

- das Fragment auBerhalb der Randsequenzen (LB; RB) enthalt 
NPTII, als einen Selektionsmarker ; 

- die linken und rechten Randsequenzen (LB; RB) ; 



- das NPTII-Gen aus Tn5 fiir die Selektion in Pflanzen; 
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- das GUS-Gen aus E. coli mit der ST-LSl-Intronsequenz 
(Vancanneyt et al. 1990); 

- die 35S-Promotor-Terminator-Kassette mit singularen Re- 
striktionsspaltstellen zum Zwecke der Klonierung 

Herstellung: 

Das Plasmid pBI121 wurde mit Hind lll / Sst I gespalten. Das ge- 
spaltene HindIII/Sstl-3 5S-GUS-Fragment wurde ersetzt durch 
ein subkloniertes 3 5S-GUS-Intron-Fragment . Die Eco RI- 
Restriktionsspaltstelle wurde zerstort, indem mit Eco RI ge- 
spalten wurde und die iiberstehenden Enden mit "Klenow- 
Fragment" von E. col i -Polymerase 1 aufgefullt wurden; an- 
schlieftend wurde erneut ligiert unter Herstellung von pBIN- 
GUSINT. Eine 35S-Promotor-35S-Terminator-Kassette mit einer 
einzigen Eco RI -Klonierunqsstel le aus dem Plasmid pRT104 
(Topfer et al. 1987) wurde in die Hindi I I -Ste lie von pBIN- 
GUS-INT kloniert, wobei dies zu pAM194 fiihrte. Die oben an- 
gegebenen Literaturstellen lauten wie folgt: 

- Bevan M. 1984: Binary Agrobacterium vectors for plant 
transformation; Nucleic Acids Research Band 12, Nr. 22, 
8711. 

- Jefferson R.A. , Kavanaugh T.A., Bevan M.W. 1987. EMBO 
Journal Band 6: 3901. 

- Topfer R., Matzeit V., Gronenborn B. , Schell J., Steinbiss 
H.H. 1987; A set of plant expression vectors for trans- 
criptional and translational fusions. Nucleic Acids 
Research Band 15, Nr. 14: 5890. 

- Vancanneyt G. , Schmidt R. , O ' Connor-Sanches A., Willmitzer 
L. , Rocha-Sosa M. 1990. Construction of an intron-contai- 
ning marker gene. Molecular General Genetics, 245-250. 

Die Konstruktion des Plasmids ist schematisch in Figur 4 
wiedergegeben . 
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Beispiel 12 

Transformation von Zuckerrube 

Zur Transformation wurde Agrobacterium tumefaciens . Stamm 
EHA101 (Hood E.E. et al. 1986, J. Bacteriology 168, S. 1291- 
1301), verwendet, der mit dem Plasmid LD10/1832-13 (Figur 5a 
bis d) Oder mit dem Vektor LD10, einem Plasmid, dem die 
1832-cDNA fehlte, nach dem Friertauverf ahren (Holters et al. 
1978) transformiert worden war. 

Zur Transformation der Zuckerrube wurden sterile Zuckerrii- 
bensamen des Typs "Elite 0-272" zur Keimung gebracht auf ei- 
nem Medium, enthaltend 2,0 g/1 Sucrose und 4,0 g/1 Agarose. 
Die Samlinge wurden gekappt und die Kotylidonen wurden sorg- 
faltig entnommen und als Explantate verwendet. Der Agrobace- 
rium tumefaciens -Stamm EHA101 mit dem Plasmid LD10/ 1832-13 , 
oder die Kontrolle mit Plasmid LD10 (Figur 5c) wurde auf LB- 
Medium (Maniatis et al. 1982), erganzt mit 50 mg/1 Kanamy- 
cin, 75 ir.g/1 Spectinomycin , 150 mg/1 Streptomycin und 50 
mg/1 Acetosyringon auf einem Drehschtittler (340 U/min) bei 
27°C bis zu einer OD von ungefahr 1,0 (bei 660 nm) kulti- 
viert. Die Bakteriensuspension wurde dann mit LB auf OD 0 , 1 
verdiinnt und zur Inokulation mit den Explantaten, die fur 2 
bis 4 Tage bei 22°C kokultiviert wurden, verwendet. 

Die Selektion auf transgene Sch661inge erfolgte nach einer 
Modifikation des Mannoseselektionssystems . Dabei wurde auf 
transgene ZuckerrubenschoGlinge hin selektiert. Nach der Co- 
kultivierung wurden die Explantate auf Selektionsmedium, be- 
stehend aus MS-Medium (Murashige & Skoog 1962) , erganzt mit 
0,05 mg/1 a-Naphthylessigsaure, 0,25 mg/1 6-Benzyladenin , 
500 mg/1 Carbenicillin, 20 g/1 Sucrose und D-Mannose iiber- 
fiihrt, wobei die Konzentration der D-Mannose schrittweise 
wahrend der Selektion erhoht wurde, wobei mit einer Konzen- 
tration von 1,25 g/1 fur die ersten zwei Subkulturperioden 
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begonnen wurde, dann wurde auf 5,0 g/1 fiir die nachsten 2 
Subkulturperioden gesteigert, und schlieBlich wurde die Kon- 
zentration auf 10 g/1 Mannose fiir die letzte Periode erhoht. 
Jede Subkulturperiode dauerte 3 Wochen. Die Mannose- 
resistenten SchoBlinge wurden weiter auf MS-Medium, dem 0,25 
mg/1 6-Benzyladenin zugesetzt waren, kultiviert, und das 
Ausbilden der Wurzeln erfolgte im wesentlichen gemaB Miedema 
(1982) . 

Die Analyse der Mannose-resistenten SchoBlinge wurde dann 
wie folgt durchgef iihrt . Zum Sicherstellen, daB die Mannose- 
resistenten SchoBlinge, die die Selektion iiberstanden, 
transgener Natur waren, wurden samtliche SchoBlinge auf PMI- 
Aktivitat untersucht. Die nicht-transgenen ZuckerriibenschoB- 
linge zeigen keine PMI-Aktivitat (Phosphomannoseisomerase) . 
Es wurden Extrakte aus 2-3 Blattspitzen von einer GroBe von 
ca. 3 mm hergestellt und dem gekoppelten PMI-Enzymassay , mo- 
difiziert nach Feramisco et al. (1973) und Gill et al. 
(1986) , unterzogen. Ungefahr 80-90 % der SchoBlinge zeigten 
eine signifikante PMI-Aktivitat. Die restlichen 10-20 % wur- 
den verworfen. 

Zum Durchfuhren des Nematodentests wurden die SchoBlinge mit 
PMI-Aktivat und guter Wurzelentwicklung (4-6 Wochen alt) von 
den Agarplatten abgenommen, und die Wurzeln wurden sorgfal- 
tig in Leitungswasser gewaschen. In eine 4 x 2 x 12 cm Sand- 
saule, die auf den Seiten in Plastik eingehtillt war, wurde 
ein Loch eingefiihrt und die SchoBlinge wurden darin einge- 
pflanzt. Der Sand wurde vorsichtig urn die Wurzeln gegeben 
und sorgfaltig gewassert, und die Pflanzen in der Sandsaule 
wurden unter ein Kunststof f zelt fiir 10 Tage bei 25°C iiber- 
f iihrt. Das Zelt wurde nach und nach wahrend dieser Dauer 
entfernt, um die Pflanzen abzuharten. Diese Pflanzen wurden 
mit Nematoden unter Verwendung einer Spritze inokuliert, in- 
dent jeweils 200 juvenile Nematoden (J2) moglichst nahe an 
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der einzelnen Pflanze in den Sand eingebracht wurden. 3 Wo- 
chen nach der Inokulation entwickelten sich die weiblichen 
Zysten, und sie wurden quantitativ bestimmt unter Verwendung 
eines Stereomikroskops . Die gesamte Wurzel einer jeden 
Pflanze wurde untersucht. Die erhaltenen Ergebnisse sind in 
Tabelle 1 gezeigt. Diese Tabelle zeigt die Ergebnisse, die 
erhalten wurden mit der nicht-transgenen, anfalligen Linie 
CI, der transgenen Kontrollinie CLD10, der nicht-transgenen 
anfalligen Kontrolle, die aus Samen entwickelt wurden (C2) , 
und den transgenen Pflanzen, die das Konstrukt LD10/1832-13 
enthalten (T1-T9) . 



Pflanze 


Anzahl der 
Pflanzen 


durchschnlttliche 
Anzahl an Zy- 
sten/Pf lanze 


ID-Nummer 


Kontrolle Ci 


4 


9 


lab 535 


Kontrolle C 2 


9 


9,3 


Samenpf lanzen 


Kontr. CLD10 


2 


9,5 


T9600130 


Tl 


2 


14 


1458D 


T 2 


2 


9,5 


1468A 


T 3 


2 


4 


143614J 


T 4 


4 


4,3 


14479K 


T 5 


2 


2,5 


144710L 


T 6 


3 


5,3 


14054D 


T 7 


4 


6,75 


142611H 


T 8 


5 


5 


14052B 


T 9 


4 


7,5 


14053C 



9 unabhangige transgene Linien mit dem Konstrukt LD10/1832- 
13 wurden in diesem Test analysiert. 2 [T 1 und T 2 ) haben un- 
gefahr die gleiche Anzahl an Zysten entwickelt wie die Kon- 
trollen C lf C 2 und CLD10. 3 der transgenen Pflanzen (T 3 , T 4 
und T 8 ) zeigen eine Zystenentwicklung von ungefahr der Half- 
te der Kontrollen, wobei dies anzeigt, daft das Gen in diesen 
Pflanzen bis zu einem gewissen Grade aktiv ist. Eine der 
transgenen Linien, T 5 , zeigt eine Zystenentwicklung, die den 
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zuvor berichteten Ergebnissen (Cai et al. 1997) entspricht. 
Die T 5 -Linie entwickelte nur durchschnittlich 2,5 Zysten pro 
Pflanze, wobei dies deutlich niedriger ist als die Anzahl an 
Zysten, die im Mittel von ungefahr 10 Pflanzen fiir die ver- 
schiedenen Kontrollen beobachtet wird. Dies zeigt deutlich, 
daB das 1832-Gen in den Wurzeln einer Zuckerriibenlinie , die 
kommerziell von Interesse ist, aktiv ist. 

Die oben erwahnten Literaturstellen lauten wie folgt: 

- Cai D., Kleine M. , Kifle S. , Harloff H.-J., Sandal N.N., 
Marcker K.A., Klein-Lankhorst R.M. , Salentijn E.M.J. , Lan- 
ge W. , Stiekema W.J., Wyss U, Grundler M.W. und Jung C. 
(1997) Science 275, 832-834. 

- Feramisco R. , Tilley B.E., Conn W.R., Gracy R.W., Noltmann 
E.A. (1973) Biochem. Biophys. Res. Comm. 55: 636-641 

- Gill J.F., Deretic v., chakrabarty A.M. (1986) J. Bacteri- 
ol. 167: 611-615 

- Holters et al. (1978) Mol. Gen. Genet. 163: 181-187 

- Maniatis T. , Fritsch E.F., Sambrook J. (1982) Molecular 
Cloning: A laboratory manual. Cold Spring Harbor Laborato- 
ry, New York, USA 

- Miedema P. (1982) Euphytica 31: 635-643 

- Murashige T. , Skoog F. (1962) Plant Physiol. 15: 473-497 
Beispiel 13 

Herstellen des Plasmids LD10/1832-13 

In Figur 5a-d ist die Herstellung des genannten Plasmids 
dargestellt. Das Xbal-Fragment von Nukleotidposition 1521- 
2904 aus der SEQ ID Nr. 1 wurde mit Klenow-Enzym zu glatten 
Enden aufgefiillt. Dieses Fragment wurde dann in die mit 
glatten Enden versehene Bam HI-Stelle des Plasmids pPS48 ein- 
gefiigt. Dieses neue Plasmid, pPS48/BamHI-15 genannt, wurde 
dann mit Hindlll gespalten. Das Hind lll -Fragment von Basen- 
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paar 0-2403 wurde in die Hind lll-Stelle des Plasmids pLDIO 
eingefiihrt, wobei Plasmid LD10/1832-13 erhalten wurde. 

Beispiel 14 

Transformation von Brass i ca napus mit der Sequenz 183 2 zur 
Erzeugung von Nematodenresistenz und Resistenztest 

Als Transformationsvektor wurde das Ti-Plasmid pAM194, ent- 
haltend das Gen fiir die Nematodenresistenz (Sequenz 1832) 
verwendet. Der Vektor ist im einzelnen naher in Beispiel 11 
beschrieben. 

Als Bakterienstamm wurde Stamm C58C1 ATHV Rif verwendet, der 
sich vow Aqrobacterium tumef aciens -Stamm EHA101 ableitet, 
welcher das Helf erplasmid pEHAlOl ohne Kanamycinresistenz 



Der Stamm AMT entspricht dem oben genannten Stamm C58C1 ATHV 
Rif, der das Plasmid pAM194-1832 enthalt. 

Die Anzucht der Bakterien fiir die Transformation erfolgte 
fiir die AMT-Kultur auf LB-Agar mit 50 mg/1 Kanamycin und 100 
mg/1 Rifampicin und wurde bis zum Gebrauch im Kuhlschrank 
aufbewahrt. Zwei Tage vor der beabsichtigten Transformation 
werden 30 ml LB-Nahrmedium mit der entsprechenden Bakterien- 
kultur angeimpft. Zur Bakterienselektion enthalt das Fliis- 
sigmedium, wie auch der LB-Agar, 50 mg/1 Kanamycin und 100 
mg/1 Rifampicin. Die Bakterien wurden 24 im Dunkeln bei 28°C 
auf einem Schiittler bei 190 upm inkubiert. Am zweiten Tag 
impft man 30 ml LB-Medium ohne Antibiotika mit 20 der 
oben genannten, nach 24 Stunden erhaltenen Bakterienkultur 
an und inkubiert fiir weitere 24 Stunden bei gleichen Bedin- 
gungen . 

Zur Anzucht von Sommerraps in vitro ( Brassica napus ssp. 
oleif era cv. Sommerraps) wird das Saatgut in sterilen Erlen- 



tragt. 



WO 98/12335 



PCT/EP97/05130 



3 0 



meyer-Kolben mit NaOCl (3 % aktives Chlor) fur 10 Minuten 
sterilisiert und anschliefiend 3 x mit sterilem destilliertem 
Wasser gespiilt. Die Samen werden dann auf MS-N-Medium mit 
B5-Mikroelementen und Vitaminen ausgelegt. In einem Contai- 
ner mit 50 ml Nahrmedium werden 10 Korner ausgelegt. Die 
Korner werden bei ca. 2000 Lux und einem Tag-/Nacht-Rhythmus 
von 16 h/8 h fur 4 Tage inkubiert. Die Anzuchttemperatur be- 
tragt 25°C. 

Zur Transformation mit A. tumefaciens (Kotyledonentransf or- 
mation) werden von vier Tage alten Keimlingen die Kotyledo- 
nen mit einem Skalpell kurz iiber dem Meristem abgetrennt. 
Dazu fa/it man beide Kotyledonen mit einer Pinzette und 
trennt sie gleichzeitig mit einem geraden Schnitt ab. Sofort 
nach dem Abtrennen taucht man die Petiole der Kotyledone fur 
10 sec in die unverdunnte Bakteriensuspension (Ubernacht- 
kultur) . Dann werden die Kotyledonen zuruck auf das Anzucht- 
medium gesteckt. Die Cokultur von 48h wird bei 25°C und Dam- 
merlicht durchgefiihrt . Nach Beendigung der Cokultur werden 
die Kotyledonen in Container mit 50 ml MSM-Medium, das 750 
mg/1 Carbenicillin zur Bakterienabtdtung enthalt, gesetzt 
und 7 Tage bei bei 25°C und 2000 Lux bei 16 h Tag kulti- 
viert. Nach 7 Tagen auf MSM mit 750 mg/1 Carbenicillin wer- 
den die Kotyledonen auf das gleiche Nahrmedium umgesetzt, 
das zu Beginn zusatzlich 20 mg/1 Kanamycin zur SproGselekti- 
on enthalt. Bei spateren Passagen ist die Kanamycin-Konzen- 
tration auf 25 mg/1 erhoht worden. Nicht-transgener Kallus 
wird turnusmaBig entfernt. Die abgetrennten Sprosse werden 
zur weiteren Selektion bzw. zum Nachweis der Transgenitat 
auf B5-Medium mit 50 mg/1 Kanamycin und 400 mg/1 Betabactyl 
gesetzt. Das mitiibertragene GUS-Gen erlaubt eine weitere 
Identif ikation transgener sprosse zum f riihestmogl ichen Zeit- 
punkt. Die Bewurzelung der transgenen Sprosse findet auf B5- 
Nahrmedium ohne Hormone statt. 
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Zum molekularbiologischen Nachweis der Geniibertragung wird 
ein GUS-Test als histocheroischer Nachweis auf fi-Glucuroni- 
dase-Aktivitat durchgef uhrt . Das Enzym spaltet Indol von ei- 
nem kiinstlichen Substrat ab, so daB sich GUS-positive Blatt- 
stiicke blau farben. Der Testablauf ist gemaB Jefferson R.A. 
(1987): Assaying chimeric genes in plants: The GUS gene fu- 
sion system. Plant Mol. Biol. Rep. 5: 387-405. 

Ein weiterer molekularbiologischer Nachweis der Geniibertra- 
gung ist der NPTII-ELISA-Test, bei dem die Bildung des En- 
zyms Neomycin-Phosphotransferase, welches der transgenen 
Pflanze Kanamycin-Resistenz vermittelt, qualitativ und quan- 
titativ nachgewiesen wird. Der Test wurde mit dem NPTII- 
ELISA-kit (Kat. Nr. 5307-610101) der Firma CP Instruments 
Co., Ltd. durchgef uhrt. 

Urn standig ausreichende Larvenmengen fur die Inokulation bei 
Resistenztests mit Heterodera schachti i zur Verfiigung zu ha- 
ben, wurden die Nematoden an den Wirtspf lanzen Senf (Sorte 
"Albatross" Petersen-Saatzucht) sowie Ruben vermehrt. Die 
Samen werden in 3 %iger Ca (OCl ) 2-Losung fur 10 min und an- 
schlieBend 3-4 x mit sterilem destilliertem Wasser gespiilt. 
AnschlieBend trocknen die Samen auf sterilem Filterpapier 
und werden dann auf Wasseragar mit 8 % Agar-Agar aufgelegt. 
Nach 3-4 Tagen auf diesem Agar bei 25 °C in Dunkelheit werden 
die jungen Keimlinge auf 0,2 konzentriertes Knoop-Medium um- 
gesetzt. Die Wurzeln sollten dabei etwa 3-4 cm Lange aufwei- 
sen. Verwendet werden Petrischalen mit 15 cm Durchmesser und 
Nocken, in die zwei Keimlinge gegenuber plaziert werden. 
Nach 14 Tagen Wachstum im Dunkeln bei 25 °C erfolgt die Ino- 
kulation mit 1000 Nematodenlarven im L2-Stadium. Nach etwa 4 
Wochen bei 25°C in Dunkelheit haben sich reife Zysten gebil- 
det, die nun gesammelt werden konnen. 



PCT/EP97/05130 



Bei der Zystenernte werden mit einer Federstahlpinzette ca. 
200 Zysten in ein kleines Sieb, Maschenweite 50-200 nm, ge- 
sammelt, welches in einem Glastrichter gefullt mit Zinkchlo- 
ridlosung (3 mM) stent. Am Trichterauslauf ist ein Silikon- 
schlauch befestigt, wlcher mit einer Stahlschlauchklemme ab- 
geklemmt ist. Diese Anordnung steht in einem hohen 250 ml 
Becherglas, welches mit einer Alufolie abgedeckt wird. 

Nach 3 Tagen bei 25°C im Warmeschrank haben sich die ge- 
schliipften Larven vor der Stahlklemme im Silikonschlauch ge- 
sammelt und konnen durch kurzes Offnen der Klemme in ein 
Sieb mit 15 jum Maschenweite geerntet werden, wobei der 
Trichter mit einer Pinzette gehalten wird. Die Larven werden 
nun 3 x mit sterilem Wasser gespiilt und anschlieBend mit ei- 
ner Pasteurpipette in ein steriles Blockschalchen uberfiihrt. 
Nach etwa 3 min Wartezeit, in der die Larven zu Boden sin- 
ken, wird die uberschiissige Flussigkeit weitestgehend abge- 
saugt und durch 0,5 %ige Gelrite-Losung ersetzt, die eine 
homogene Verteilung der Larven gewahrleistet . Nach sorgfal- 
tigem Durchmischen wird die Konzentration der Larven mittels 
Stereomikroskop iiberpriift, wobei die Larven in einem 10 iul 
Tropfen gezahlt werden. 

Zur Durchfiihrung der in vitro -Tests wurden die Wurzeln von 
den Sprossen der transgenen Ausgangsklone abgetrennt und auf 
H B5-Medium mit 300 mg/1 Betabactyl und 8 g/1 Daishin-Agar 
aufgelegt. Jede Inokulation eines transgenen Ausgangsklons 
wird mit je 5 Wurzeln durchgef uhrt . Als anfallige Kontrolle 
wird Olrettich verwendet, dessen Wurzeln wie oben beschrie- 
ben erhalten worden sind. Pro Schale werden etwa 100 L2- 
Larven von Heterodera schachtii auf die Wurzeln getropft, 
die wie oben beschrieben erhalten worden sind. Zur Inokula- 
tion wird eine Multipette mit 0,5 ml Combitip verwendet. Die 
mit Parafilm versiegelten Schalen inkubieren bei 25°C im 
Dunkeln. Die erste Zahlung der gebildeten Zysten erfolgt 
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nach 14 Tagen, die zweite und letzte Zahlung nach 2 0 Tagen, 
wenn die Zysten bereits schwach gebraunt sind und sich so 
besser von den weifien Wurzeln abheben. 

Bei der Durchf iihrung der in situ -Tests werden zunachst je 5 
Sprosse pro transgenem Ausgangsklon in das Gewachshaus iiber- 
fiihrt. Die Sprosse sollten sich dazu bereits etwas gestreckt 
haben und einige wenige Wurzeln besitzen. Sie werden in Aus- 
saaterde pikiert, in der sie 1,5 Wochen verbleiben, um mehr 
Wurzelmasse zu entwickeln. Uberdies gibt ihnen das die Mbg- 
lichkeit, sich an die Gewachshausgbedingungen zu aklimati- 
sieren. Nach 1,5 Wochen werden die Pflanzen in Quarzsand mit 
einem Kordurchmesser von 0,1-0,5 cm pikiert, der zuvor mit 
Nahrlosung nach Steiner angefeuchtet worden ist. Die Inoku- 
lation wird in diesem Sand durchgef iihrt , da das Ausschlammen 
und Auszahlen der Zysten durch Humusteilchen und Schmutzpar- 
tikel stark erschwert wird. Der Sand befindet sich in 
Rohrchen, die in einer Kiste aufgestellt werden. Da die 
Randbereiche einer Kiste den Pflanzen mehr Licht und damit 
bessere Wachstumsbedingungen geben, werden die Testpflanzen 
von anderen Pflanzen umgeben, so daB jede Testpflanze einen 
Nachbarn hat. Eine Woche nach dem zweiten Pikiertermin er- 
folgt die Inokulation mit (600) frisch geschliipften H. 
schacht ii -Larven . L2-Stadium. Die Auswertung erfolgt nach 
ca. 6 Wochen, wenn die Zysten braun geworden sind und leicht 
von den Wurzeln abgespiilt werden kbnnen. Die Zysten werden 
durch Abspiilen mit einem scharfen Wasserstrahl durch ein Ku- 
chensieb von den Pf lanzenwurzeln abgetrennt, in einem 100 lira 
Sieb aufgefangen und durch Zentrif ugation vom Sand getrennt. 
Das erhaltene Gemisch aus Zysten, f einen Wurzeln und Wasser 
wird filtriert und die Zysten dann unter dem Biokular bei 
10-facher Vergroflerung ausgezahlt. 

Die Transgenitat der Pflanzen wurde durch PCR-Analysen sowie 
NPTII-ELISA- und GUS-Tests gezeigt. 
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Die Tabelle zeigt die Ergebnisse aus dem in vivo -Resi- 
stenztest mit der nicht-transgenen anfalligen Sorte T 0 und 
den transgenen Pflanzen T 7 bis T 15 mit dem Gen 1832. 



Ident.-Nr. 


Anzahl Wurzeln 


0 Zysten/Wurzel 


T 7 


10 


14,4 


T 8 


9 


19,0 


TBI 


2 


14,5 


T 9 


7 


21,3 


Tio 


6 


18, 8 


Tn 


6 


10, 2 


T12 


5 


23,6 


Tia 


5 


18,4 


T14 


9 


19, 2 


Tl5 


3 


14 , 7 


T 0 


9 


19 , 1 



10 unabhangige, transgene Linien mit dem Gen 1832 wurden in 
diesem Test ausgewertet. 6 Linien (T e , T 9 , T 10 , T n T 13 und 
T 14 ) hatten eine vergleichbare Anzahl von Zysten wie die an- 
fallige Linie; 3 Linien (T 7 , T 81 und T 15 hatten im Vergleich 
zur Kontrolle eine Reduktion der Zysten von 27% und l Linie 
(Tn) eine Reduktion der Zysten von 47 %. Dies zeigt, da/J 
das Gen in den Pflanzen aktiv ist und bei Brassica napus ei- 
ne deutliche Reduktion des Zystenbef alls zu erzielen ist. 

Beispiel 15 

Kartoffeln der Sorte Bintje wurden mit dem Plasmid pAM194 
mit dem Insert 1832 unter der Kontrolle des 35S-Promotors 
rait A. rhizoaenes transf ormiert . 40 unabhangige Hairy-Root- 
Kulturen wurden mit je 250 Globodera oallida -Larven inoku- 
liert. Nach 56 Tagen wurde die Nematodenentwicklung unter- 
sucht. 35 Kulturen zeigten eine norma le Nematodenentwicklung 
mit durchschnittlich 40 reifen Weibchen/Petrischale . An 5 
Wurzelkulturen war die Entwicklung von Weibchen gestort. 
Dort wurden nur je 10 reife Weibchen gefunden. Dies zeigt, 
dafl die Sequenz 1832 in Kartoffeln deren Resistenz gegen Ne- 
matodenbef all verbessern kann. 
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(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Prof. Dr. Christian Jung 

(B) STRASSE: Zum Atnt 15 

(c) ORT: Daenischenhagen 

(E) LAND: DEUTS CHLAND 

(F) POSTLEITZAHL: 24229 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Nematodenresistenzgen 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 5 

(iv) COMPUTER -LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5401 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Genom-DNA 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Beta vulgaris 

(B) STAMM: A906001 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: lambda DASHII 

(B) CLON(E) : 1832.1 

(Viii) POSITION IM GENOM: 

(C) EINHEITEN: 5401 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 1: 

TCTAGAGCTG TCGACGCGGC CGCGGAATTA ACCCTCACTA AAGGGAACGA ATTCGGATCT 60 

TCTTTCTTGG TGCTTAATTT TTTGACACTA ATCCGATTCT TAGCATTAAG TTGAAGCACA 120 

CTCTTGATAA ACTATGTTAC TATGTATCAT TGTCAATATG CTAAGAATTT GTCTTGACCT 1B0 

CATCGCTATG TATAAGCATC TAATACTTTC CTAAACTAGT AAAAACAAAT ATTCCATCCG 240 

TCCCATAATA TGAGTCCCCT TTCTATTTTA GGAGTCAAAA TTTTAAAATT TTTGACCAAA 3 00 

TATTCTTATT ACTATATATA AAAACATATT CATGTGGGAT CTTGTTAGAT TCGTCTTAAT 360 
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ATGTATTTTC ATAATATCAA CTTTTTATAT TTTTTTACTA ATACGAAATT GAAGATATAC 420 

AATGTCTTAA AGACTATGCA AAAGTAAGCA GAACCTATAT TTTGGGACGG AGGGAGTAAT 480 

AAGTAATATT GATTGACGCA TAATTTGTAT ATAAATATTT CAAATTGATA CTACTTTAAA 540 

TAATATAGTT AATGCTTATA AATAAGCCTA AAGACTGTGA ATAGCAAGAT CGTTAAAAAT 600 

AAAATTTGAA AATATTTGAT ATGGATAATG AAATTGGAAA TGGCATGCTT AGCTTCTCGG 660 

GAATCTTATA CCGCTACATC TATAATAAAA ATTCCTCATA AAATTTTGCC CATTTTAACA 720 

CACGAAATTC GTCCTTTTAC GCGAGCCCTT TCCACACGTC TTTAAAATTT AAAAACCTCG 780 

TCTTTACTCT CCCCACCTAT ATATATACAC GTCCCCCCTT CTCTACTTCC CATCTCACAT 84 0 

ACACATACCC AATCCACAAA CTTCCATCTT ATCCAACTTT CTCTCACCTA TCTCCTTCTT 90 0 

CAATTTTCAA AACTCAAAAG AAAATGGTAG ATTTCGATTG CAAAACAAAA ATGGTACAAT 960 

CAACACCAAA CCTCACAAAA AAATCTCCAA AAATCACAAC CAAACGCACA ATATCAACAC 1020 

CATTAATTTC ACCAGTACCA GTAATTTCCG GCGAATTATC TCCGGCGTCG GAATCATCCT 1080 

GTTCAGCTTA CGAATCGTAT CTCAAATTAC CGGAGCTCCG TCAACTATGG AGTTCAAAAG 1140 

AATTCCCCGG TTGGGATAAC GAACCGATAA TCAAACCGGC TTTGCAAGCA TTAGAGATAA 1200 

CATTCCGGTT CATCTCACTC GTTTTATCCG ACGCTAGACC GTACATAAAC CGGCGAGAAT 126 0 

GGAACCGGAA ATTAGAGTCG TTAGCGAGAG ATCAAGTCCG AAACTCATCT CAGTTCTCTG 132 0 

CGGAAGACGA TGAGACACGT GGATCAGCTC CGAATCGTTG ATCTGACGTC ATCGTATGGT 1380 

GAGGTGATGT CACAAACAGA AGTTCAGCGG AGGTATGGAA GCTTGCGAAT GGAGAACATG 144 0 

ATACTACCGT GGTCTGTCGT AGTAGCGAAT TTAGTCTCCT TCCGAGGTTA GCCACGTGGC 150 0 

AGAAGTCGGA GGAGATTGCT TCTAGAATCT TCTACGCGGT TGAATCTGCT ATGAGAAGGT 1560 

GTGGGTATAG TTTGGGCCTT GGTGAGCCCA ATTTGGACGG AAAGCCCAAT TTAGATTACG 162 0 

ACGCCGTTTG TCGTCCTTCT GAGCTTCACG CGCTTAAAAA GGGCGCGTTG GATTATATTC 1680 

AGAATTCGGA AAATCAGATA TTGTTTACAA TTCATCAGAT TTTCGAGTCG TGGATTTTTT 1740 

CCTCGAAAAA ATTGTTGGAT CGAATAAGTG AGAGGATCAG TAAAGAAGAG TTTACCAAAG 1800 

CAGCAGATGA TTGTTGGATA CTGGAGAAAA TATGGAAGTT ATTGGAGGAA ATCGAGAATT 1860 

TACATTTATT AATGGATCCT GACGATTTCC TGCATCTGAA GACGCAACTG AGGATGAAAA 1920 

CAGTGGCGGA TTCTGAAACT TTTTGTTTTC GATCAAAAGG ACTGATCGAG GTAACAAAAT 1980 

TAAGCAAGGA TCTACGGCAC AAGGTGCCGA AGATCCTTGG TGTAGAGGTG GACCCTATGG 2 040 

GAGGACCGGT GATACAAGAG TCGGCAATGG AGTTGTACCG AGAAAAAAGA AGATACGAGA 2100 

AGATACATCT GTTACAAGCG TTTCAAGGGG TGGAATCCGC TGTTAAAGGG TTTTTCTTTA 2160 
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ATTATAAACA GTTGTTGGTG ATCATGATGG GTAGTTTGGA AGCGAAAGCG AATTTTGCTG 222 0 

TGATTGGTGG TTCTACTGAG TCTTCGGATT TGTTGGCTCA GTTGTTTTTA GAACCTACTT 2280 

ATTATCCGAG TTTGGATGGT GCCAAGACTT TTATTGGTGA TTGTTGGGAG CATGATCAGG 2340 

CTGTTGGTAG CGGCCTCGAT TGTCGTCATC ATCGGAAGAA TCGGACTGCG AAACAATGAT 2400 

GGTTTCGAAG TTAGTTTTGG ATTGAGTTTG GTTTGATCTG ACTCGGCTGA GTAATGGGCG 2460 

GCGATAGGGA GGTTATGGAG AACGTGGGGC GGAAAGTGGG TGGCCTTGTT AGTGAGACGT 2 52 0 

GCAAACTTTG GTTACTATTA CATGTGATAT ACTTATATTT AGTGGGAATA TTGCTTTGGT 258 0 

GTATATAGAT AAATTTTTGA ATTAATTGTT ACACTTGTAT TAGTAAATTC TGTATCATGA 2640 

TGATTATAAC ATGAATTTTT TGTTGTGACT TTAAATGAGA TTTATGCTCC TTAATCCTTA 2700 

TTTCACTGAT ATTATTTTTT TGTAGTCTGA GTATAAGTGC GGAGTTTAAT CAAGCAAGAG 2760 

AAAATAATAG AAGGTGATTG CATACTTGGA TTGGAGATCA ATATCTAAAA GATGGTTATG 2820 

AAACTATTGT GAATAACGGA GTACATGTCC AACACCACAC ACGTATGACT GTGTACCTCT 2880 

AATTTACAAA GAGATTTACA AAATCTAGAT GAGTTTTGAT ATGATCGACA TTGTCTCTAA 2940 

ATGGGAGATA AGAATTAAAT CGTGAGGCTC TTTGCGGCTA GNTCTTCCGA ATAAAATAAG 3000 

AAACAATGGT TTACTCTAAT TCANTTTTCC AATTGGCAAA GTGGCACAAG CTTCAATAAN 3050 

TNGGCTCTTC ACAATTGAGT ATAAAAGAAT GGGTTAATTA CNCCGGNCTT TGAATAAAAT 3120 

TAATCCTATT TAATTGTTTT TGAAATATTC TTAAAAATAN CGTTGTCTAA TACTTTCTTT 3180 

AGTTGGGACC CGGTTCTGAA CCNACTTAAA TTAATGGGCT CAATGGCCGC CTAATTTCCT 324 0 

CTTGTTATTT TTAGCCTTTT TTTTCCTTTT TTTCCCTTTA AAATAACTAT TTGTTCTCTT 3300 

GAATATCTTA AAATACGTGT CTATCNNCTT TAGTTGGACC GTCTGAACTA TTATTATGCT 33 60 

ATGCACTATT CCTTTGTATT TACCTTTTTC TTTTTCCTTT AAATACTATT GTTCTCATTT 3420 

CAATTATATT CTATTTTTGT TAAAAAACGG TCTTAATTTT TACAACAGTA AAATTATTGA 3480 

TTTTCCTTCT ATATTAAAAT TTGAAAGTGA ATGTATTTCG AAATTTAGGT ATATGAATAT 3540 

TTATATTGTT CGATTAATGA TGATAAAAGG ATTTTACTCA TTAACCTAAA CCATTTCTAG 3600 

ATAAGATAAG AGGAACTTCC ACCTAGTTAA CATGTCTCAC TTTCCTAGTA GACGAATCTA 3660 

AATTGCGTTG CTGGATTTAG AACTTTGGTC AAGATAATGG CAAAACTTTC AAGCACCCGT 3720 

AGATGCATTT TCCNCGACAT TTCTCATACA GCACTAAACG TTTCAACTTC CTCTTTTATT 3 780 

TTCTTGAAAT TTTTTGTGGC AATGAGAAAC GTTCGAAGTT GATCTTTGCG TTTCGACGAT 3 84 0 

TTGAAATAAG AAAATGCGTA TTGTCGGCAA CTGATTGTAG TAGTTGCNGT TATTATAATG 3 90 0 

ATAGTCTTTT ATATAGAATT CATTTAATTC TAATTCATTT GAATCCAGTT AAGTTGAGTT 3 960 
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TAGTTTAGTC AGCCTAAAAG AACAAAGTAA GTCATGGAAT GGAATGAAGA TGTAATCAAA 4020 

TAGAGGAGGG GCTGATAACA ATAATTATTA CTTATGTTGC GTGTTCAATT CAGTAATGAA 40 80 

AAAAATAAGG TTGAATTAGG AGGGTAATAC AATTATTACC GGTGATGTGA TAAAACTAAT 4140 

GTTTAAGGGT TTAAGTTACT CTAAACCCTC AATTAAACAT AGTCTAACAA AAAATTCTCA 4200 

TAATCTAAAT CAAACACGTA CTTATACAAT CCTCTACATG AATCCGTTTC TAACTCTAAA 4260 

GGAAGATCGA TACTTATTAG AATCCGTTTC CAACCCTAAA AATGACTGAT CAAAGGTTCA 4320 

TGGATTTTGG AAGGGAAAGA CGAATGCGAG GGCAGTGTAC AGGATAATGT GCATGAGATG 4380 

GCAAGGGTCA TGCTAGTTAG AGCAAAATAT ANATGACTTA ATTCAAAAAC TACCTACTAT 444 0 

TTCAAATTAA TAGACTTTAT TGGAGTCATG AAGTGTACTG TTTGGTACAC CCCACATTAC 4 50 0 

TCATGCACTA CACCTAATTT GTCACAGCAT TCAGCTGCCC TTGTTTTGCA GTCTTTGGAG 4 560 

CTGGCGTGCC TCTTGTTGCT GGTTAGTCGG CGCTTGGTCT GTTGTGNNGT GACCCTCTGT 4 52 0 

TTTTTTTTTT TTTTAAAATG GTCGCTGATT ACTATNCTGT GTATTNCATT TTGTACTCCC 4680 

TCGTATCCAA TTATATGCTA CACTTTTTTT GCGGACTCCA AAACGTTTTT TTTTTNTGTC 4740 

CGAGAGATAG AGAGGAAAAG CCCATGTTGT TAGGAGAGAG NTCGGGAGAA GGAAAAGCCA 4 800 

AATAAAGAAG TAATAACATC TAAATAAGAA AATTCCTTTG ATGGAAAGTG TAGCGACTAA 4 860 

AAAACGAAGG ACAATATGTA GTTTTCATAT GCCTTTACCT TTGCAATCTC CTTTTTTATT 4920 

GTTTAC C CAT ACTGGATTAG GTTGGATTTA TCAACACAAA ATGAGTTGGA CTATATCACT 4 98 0 

ACATTACTGT GGTCCTGTGG ATACATCAAC AAAAAAAATG AGTTGGACCA TATCAATGTG 504 0 

TTAGCGTGGA TTATGTACAC ATTGGACTGG AGTTGAAGCA AATATAATCT GAAAAGGGCG 510 0 

ATGGGTTAGG TCATGAGGTA TTTAGAATAA GACTTTGATC AAGCCCAAAT CCACCCGCAA 5160 

AGAATTATAC CCTTTATTTT CAAGGCACCA TCACTGCATA AAATAATCTG AAATGCCACA 522 0 

AAAGATTAAC GTCCAATATG CTCACAGCCA AAAATCAATC CATTATTGTT TGGTAAGAAA 5280 

AGGTAATAGG CTAGATCAAT TTGCTGCCAA TTGCCAGGCC TGTGGGCCTG TCACCTGTGG 534 0 

GTAATTTAAT ATGNCTCAAA TGGGTCGGCC TGTTAAGTAC AC CAACATGA ACTTAAAGCT 5400 

T 5401 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 84 9 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 
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(vlii) POSITION IM GENOM : 

(C) EINHEITEN: 849bp 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 2: 

ATGAGAAGGT GTGGGTATAG TTTGGGCCTT GGTGAGCCCA ATTTGGACGG AAAGCCCAAT 60 

TTAGATTACG ACGCCGTTTG TCGTCCTTCT GAGCTTCACG CGCTTAAAAA GGGCGCGTTG 12 0 

GATTATATTC AGAATTCGGA AAATCAGATA TTGTTTACAA TTCATCAGAT TTTCGAGTCG 180 

TGGATTTTTT CCTCGAAAAA ATTGTTGGAT CGAATAAGTG AGAGGATCAG TAAAGAAGAG 24 0 

TTTACCAAAG CAGCAGATGA TTGTTGGATA CTGGAGAAAA TATGGAAGTT ATTGGAGGAA 30 0 

ATCGAGAATT TACATTTATT AATGGATCCT GACGATTTCC TGCATCTGAA GACGCAACTG 36 0 

AGGATGAAAA CAGTGGCGGA TTCTGAAACT TTTTGTTTTC GATCAAAAGG ACTGATCGAG 42 0 

GTAACAAAAT TAAGCAAGGA TCTACGGCAC AAGGTGCCGA AGATCCTTGG TGTAGAGGTG 480 

GACCCTATGG GAGGACCGGT GATACAAGAG TCGGCAATGG AGTTGTACCG AGAAAAAAGA 540 

AGATACGAGA AGATACATCT GTTACAAGCG TTTCAAGGGG TGGAATCCGC TGTTAAAGGG 600 

TTTTTCTTTA ATTATAAACA GTTGTTGGTG ATCATGATGG GTAGTTTGGA AGCGAAAGCG 660 

AATTTTGCTG TGATTGGTGG TTCTACTGAG TCTTCGGATT TGTTGGCTCA GTTGTTTTTA 720 

GAACCTACTT ATTATCCGAG TTTGGATGGT GCCAAGACTT TTATTGGTGA TTGTTGGGAG 780 

CATGATCAGG CTGTTGGTAG CGGCCTCGAT TGTCGTCATC ATCGGAAGAA TCGGACTGCG 840 

AAACAATGA 849 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 3: 

( i ) SEQUENZKENNZE ICHEN : 

(A) LANGE : 1774 Baaenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: CDNA 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Beta vulgaris 

(B) STAMM: B883 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: lambdaZAPII 

(B) CXON(E): extl832-16c 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(C) EINHEITEN: 1774 
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(xi) SEQUEHZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 3: 

CCACAAACTT CCATCTTATC CAACTTTCTC TCACCTATCT CCTTCTTCAA TTTTCAAAAC 60 

TCAAAAGAAA ATGGTAGATT TCGATTGCAA AACAAAAATG GTACAATCAA CACCAAACCT 12 0 

CACAAAAAAA TCTCCAAAAA TCACAACCAA ACGCACAATA TCAACACCAT TAATTTCACC 180 

AGTACCAGTA ATTTCCGGCG AATTATCTCC GGCGTCTGAA TCATCCTGTT CAGCTTACGA 240 

ATCGTATCTC AAATTACCGG AGCTCCGTCA ACTATGGAGT TCAAAAGAAT TCCCCGGTTG 300 

GGATAACGAA CCGATAATCA AACCGGCTTT GCAAGCATTA GAGATAACAT TCCGGTTCAT 360 

CTCACTCGTT TTATCCGACG CTAGACCGTA CATAAACCGG CGAGAATGGA ACCGGAAATT 42 0 

AGAGTCGTTA GCGAGAGATC AAGTCGAACT CATCTCAGTT CTCTGCGAAG ACGATGAGAC 480 

ACGTGGATCA GCTCCGATCG TTGATCTGAC GTCATCGTAT GGTGAGGTGA TGTCACAAAC 540 

AGGAAGTTCA GCGGAGGTAT GGAAGCTTGC GAATGGAGAA CATGATACTA CCGTGGTCTG 600 

TCGTAGTAGC GAATTTAGTC TCCTTCCGAG GTTAGCCACG TGGCAGAAGT CGGAGGAGAT 66 0 

TGCTTCTAGA ATCTTCTACG CGGTTGAATC TGCTATGAGA AGGTGTGGGT ATAGTTTGGG 72 0 

CCTTGGTGAG CCCAATTTGG ACGGAAAGCC CAATTTAGAT TACGACGCCG TTTGTCGTCC 780 

TTCTGAGCTT CACGCGCTTA AAAAGGGCGC GTTGGATTAT ATTCAGAATT CGGAAAATCA 84 0 

GATATTGTTT ACAATTCATC AGATTTTCGA GTCGTGGATT TTTTCCTCGA AAAAATTGTT 900 

GGATCGAATA AGTGAGAGGA TCAGTAAAGA AGAGTTTACC AAAGCAGCAG ATGATTGTTG 960 

GATAC TGGAG AAAATATGGA AGTTATTGGA GGAAATCGAG AATTTACATT TATTAATGGA 1020 

TCC TGACGAT TTCCTGCATC TGAAGACGCA ACTGAGGATG AAAACAGTGG CGGATTCTGA 1080 

AACTTTTTGT TTTCGATCAA AAGGACTGAT CGAGGTAACA AAATTAAGCA AGGATCTACG 1140 

GCACAAGGTG CCGAAGATCC TTGGTGTAGA GGTGGACCCT ATGGGAGGAC CGGTGATACA 120 0 

AGAGTCGGCA ATGGAGTTGT ACCGAGAAAA AAGAAGATAC GAGAAGATAC ATCTGTTACA 1260 

AGCGTTTCAA GGGGTGGAAT CCGCTGTTAA AGGGTTTTTC TTTAATTATA AACAGTTGTT 132 0 

GGTGATCATG ATGGGTAGTT TGGAAGCGAA AGCGAATTTT GCTGTGATTG GTGGTTCTAC 1380 

TGAGTCTTCG GATTTGTTGG CTCAGTTGTT TTTAGAACCT ACTTATTATC CGAGTTTGGA 1440 

TGGTGCCAAG ACTTTTATTG GTGATTGTTG GGAGCATGAT CAGGCTGTTG GTAGCGGCCT 1500 

CGATTGTCGT CATCATCGGA AGAATCGGAC TGCGAAACAA TGATGGTTTC GAAGTTAGTT 1560 

TTGGATTGAG TTTGGTTTGA TCTGACTCGG CTGAGTAATG GGCGGCGATA GGGAGGTTAT 1620 

GGAGAACGTG GGGCGGAAAG TGGGTGGCCT TGTTAGTGAG ACGTGCAAAC TTTGGTTACT 1680 

ATTACATGTG ATATACTTAT ATTTAGTGGG AATATTGCTT TGTGTATATA GATAAATTTT 1740 
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TGAATTAATT GTTACACTTG TATTAGTAAA TTCT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1705 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 

(Vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Beta vulgaris 

(B) STAMM: BB83 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: lambdaZAPII 

(B) CLON(E) : BvlB32-Sb 

(viii) POSITION IM GENOM: 

(C) EINHEITEN: 1705 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 4: 

ACAAACCACA AAATTACATC TTATCCAATT TTCTCTCTCC TACTATTTAT CTCTCTTCAT 60 

CTTCAAATTC AAAACTCAAA ATTTCCAAAA AACATATCAG AAATTCAAAA AAATGGTTGA 12 0 

TTTCGATTGC AAAACAAAAA TGGTTCAATC AACACCAAAT CTCACAAAAA AAAACCCCAA 180 

AACGCATCAC TTCAACGCCG GTAATTTCAC CGGTACCGGT AATCGCCGGT GAATTATCAC 24 0 

CGGCATCGGA ATCTTCATGT TTAGCATACG AATCATATCT CCGGTTACCG GAGCTCCGAG 300 

AATTATGGAG TTCAAAAGAA TTTCCAGGGT GGAAAAACGA GTCAATAATT AAACCGGCTT 360 

TACAAGCTTT AGAAATAACT TTCCGGTTTA TTTCAATTAT TTTATCCGAC GCTAGACCGT 42 0 

ACGTGAACCG GCGTGAATGG AATCGTCGAT TGGAGTCGTT AACTCGAGAT CAAGTCGAGT 480 

TAATCTCGAT ATTATGTGAA GATGATGAAA CATCTGGTTC TGCTCCCATA ATGGATCTGA 54 0 

CATCATCTTT CGGTGAAGTG ATGTCACAAA CTGGAAGTTT TACAACAGAA GTATGGAAAC 600 

ATGAAACTAC TTCGGTAGTA TGTCGTAGTA GTGAATTTAG TCTACTTCCT AGACTTGCCA 660 

CGTGGCATAA ATCAGATGAG ATTTCTTCTA GAATATTCTA CGCGGTTGAG AGCGCGATGA 720 

AGAGGTGTCC ATATAGTTTG GGCTTAGGTG AGCCCAATTT AGATGGAAAG CCCAATTTGG 780 

ATTACGACGT CGTTTGTCGT CCTACTGAAA TCCACGCGCT TAAAAAAGGC GCGTTGGATT 840 

ATATTCAAAA TCCGGAAAAC CAGATTTTAT TCACAATTCA TCAGATTTTC GAGTCGTGGG 900 

TTTTTTGCGC GAAACAATTG TTGATTCGTG TAGGAGAGAG AATCAACAAA GAAGAATTCA 96 0 
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ACAAAGTTGC AGATGATTGT TGGGTTTTAA CAAGAATCTG GAACATTCTA GAAGAAATCG 102 0 

AGAATTTACA TTTATTAATG GATCCAGATG ATTTTCTACA TTTGAAAACT CAATTACGGA 1080 

TGAAAACGAC GTCGGATTCT GAAACATTTT GTTTCAGATC AAGAGGTTTA ATTGAAATTA 1140 

CAAAATTAAG TAAAGATTTA CGTCACAAAG TTCCAGAAAT TCTAGCCGTT GAAGTGGAC C 120 0 

CCATGGGTGG ACCAGTAATA CAAGAATCAG CAATGGAGTT ATATAGAGAG AAGAGAAAGT 126 0 

TCGAGAAGAT TCATGTTTTG CAAGCATTTC AAGGTGTTGA ATCTGCTGTG AAAGGTTTTT 132 0 

TTTATAATTA TAAACAATTG TTGGTGATTA TGATGGGAAG TTTAGAAGCT AAGGCTAATT 1380 

TTGCTGTAAT TGGTGGTGGT TCTGAATCGT CTGATTTATT GGCTCAGATC TTTCTAGAAC 144 0 

CTACTTATTA TCCTAGCTTA GATGGTGCCA AGACTTTTAT TGGTGATTTT TGGGATCATG 1500 

ATCAGACGGT TGTGAGTGGG TGTGATAGGA AAAATCGGGT TGCGAAAAAT TGATCATTGA 1560 

TAAAAGGGCG AAAGTATACT TGGCCGTCCT CCTTAACCAA GTCTGGTTTC GCTCCTGGGT 1620 

GATGGTGGTG GTGTCGTTGG TGAGACGTGG GTTACTTTGA TTACTTGTTA CAATGTGATG 1680 

ATATATTTAG TGGAATACTA TTGCT 17 05 
(2} ANGABEN ZU SEQ ID NO : 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1490 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: CDNA 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Arabidopsis thaliana 

(B) STAMM: Columbia 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: lambdaPRL-2 

(B) CLON(E] : 61cllt7 

(viii) POSITION IM GENOM : 

(C) EINHEITEN: 1490 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 5: 

ACAAACACAA ACACACACAC CAAAAAAAAC ACAGACCTTA AAAAAATAAA AATGGTTGAT 60 

ATGGATTGGA AGAGGAAGAT GGTATCATCA GATTTACCAA ACTCACCTAA GCTTTCTTCA 120 

AAGCTTCACG TAACTATTCC ATCACCGTTC AAAATCGTCC CTGTTTCATC TCCGATCTCA 180 

TGTTCAGCAC CTGCTCTTTG CTCTGCTTAC GAGCTTTACC TTCGTCTCCC TGAGCTAAGA 240 

AAGCTCTGGT CATCTCGTGA TTTTCCTCAA TGGACATCAG AGCCGATTCT CAAACCAGCT 3 00 
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CTTCAAGCTT TGGAGATCAG TTTCAGATTA GTTTTCGCCG TTTGTTCTGA TACTAGACCG 360 

TACATCAACC ACCGTGAATG GAACCGGAGG CTAGATTCTC TCATCACGAA GCAGATCCAG 42 0 

CTTGTAGCAG CGATCTGCGA AGATGAAGAA GAAGAAGGTA TATCAGCGGA GGCTCCGGTC 48 0 

GGCGGTGGAC GGAGTTCGTT GAGTTTGTTA CCGCAGCTAG CTACGTGGAG GAGATCAGAG 54 0 

GCTTTGGGGA AGAAGATCTT ATATACGATC GATAACGAGA TGAGTCGGTG TAAGTACACG 600 

CTCGGACTCG GTGAACAAAA CATCGCCGGA AAACCAAATC TCCGGTACGA TGCGATTTGC 660 

CGACCAAACG AGATCTATAG CCTCAAGGAT AATCCATACG CAGATCATAT CGATAATCAC 72 0 

GAGAATCAAA CTCTCTATAT CATTCACCAG ATCCTCGAAT CGTGGATCTA CGCATCTGGA 7 80 

AATCTTCTGA ATCGAATCGT CTCAAGTATC GAAGAAGAGA AATTCGGAAA AGCTTCAAAC 84 0 

GATGTTTACT TGCTGGAGAA GATCTGGAAA ATTTTAGCGG AGATTGAAGA TCTTCATATG 900 

TTGATGGATC CGGAAGATTT TTTGAAATTG AAGAAACAGT TACAGATCAA ATCGACGGGT 960 

AAAAACGATG CGTTTTGTTT CAGATCTAAA GGATTAGTGG AGATGATGAA GATGTCGAAA 1020 

GATCTGAGAC AGAAAGTACC GGCGGTCTTG GCGGTTGAGG TAGATCCAAC CGGAGGACCA 10 SO 

AGATTACAAG AGGCGGCGAT GAAGCTTTAC GCGAGGAAGA CAGAGTGCGA TAAGATTCAT 1140 

TTGCTTCAGG GGATGCAAGC GGTGGAAGCG GCGGCGAAGA GTTTCTTCTT TGGGTATAGG 1200 

CAGTTAGTGG CGGCTATGAT GGGAAGTGCG GAGATGAACG CGACGGCGAG TCAAGAGTCG 1260 

TGTGACTCAC TGAGTCAGAT ATTTATGGAG CCGACGTATT TCCCGAGCCT TGACGCGGCA 1320 

AAGACGTTTC TGGGAGAGTT TTGGAGTCAT TTGGGATGAT TAAATTTTAA TTTCTGCTGG 13 80 

TATAATTATT TAATATAAAT TTAAATTGGT GGTTTGGTTT AATTTAGTTT GTAAGATAGT 144 0 

GAAATTTTTG GAACATTTGA CGATCCATAT TTGAATACAA ATTCATTTTT 14 90 
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Patentanspriiche 



1. Nukleinsaure, die in Pflanzen, vorzugsweise der Famili- 
en der Solanaceaen und/oder Chenopodiaceaen und/oder 
der Brassicaceaen, besonders bevorzugt der Gattung Beta 
und/oder Brassica und/oder Solanum , eine Resistenz ge- 
gen sedentare Nematoden induziert. 



2. Nukleinsaure gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

daft sie eine translatierte Sequenz umfaBt, die zu der 
proteinkodierenden Sequenz des Hsl pro-1 -Gens aus 
B. procumbens zu mindestens 60 % homolog ist. 



3. Nukleinsaure gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das HSl pro-:1 -Gen die folgende Sequenz um- 
fafit: 



ATGAGAAGGT 

GTGGGTATAG TTTGGGCCTT GGTGAGCCCA ATTTGGACGG AAAGCCCAAT 

TTAGATTACG ACGCCGTTTG TCGTCCTTCT GAGCTTCACG CGCTTAAAAA 

GGGCGCGTTG GATTATATTC AGAATTCGGA AAATCAGATA TTGTTTACAA 

TTCATCAGAT TTTCGAGTCG TGGATTTTTT CCTCGAAAAA ATTGTTGGAT 

CGAATAAGTG AGAGGATCAG TAAAGAAGAG TTTACCAAAG CAGCAGATGA 

TTGTTGGATA CTGGAGAAAA TATGGAAGTT ATTGGAGGAA ATCGAGAATT 

TACATTTATT AATGGATCCT GACGATTTCC TGCATCTGAA GACGCAACTG 

AGGATGAAAA CAGTGGCGGA TTCTGAAACT TTTTGTTTTC GATCAAAAGG 

ACTGATCGAG GTAACAAAAT TAAGCAAGGA TCTACGGCAC AAGGTGCCGA 

AGATCCTTGG TGTAGAGGTG GACCCTATGG GAGGACCGGT GATACAAGAG 

TCGGCAATGG AGTTGTACCG AGAAAAAAGA AGATACGAGA AGATACATCT 

GTTACAAGCG TTTCAAGGGG TGGAATCCGC TGTTAAAGGG TTTTTCTTTA 

ATTATAAACA GTTGTTGGTG ATCATGATGG GTAGTTTGGA AGCGAAAGCG 

AATTTTGCTG TGATTGGTGG TTCTACTGAG TCTTCGGATT TGTTGGCTCA 

GTTGTTTTTA GAACCTACTT ATTATCCGAG TTTGGATGGT GCCAAGACTT 

TTATTGGTGA TTGTTGGGAG CATGATCAGG CTGTTGGTAG CGGCCTCGAT 

TGTCGTCATC ATCGGAAGAA TCGGACTGCG AAACAATGA 



4. 



Nukleinsaure gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3 , dadurch 
gekennzeichnet, daB sie eine DNA, vorzugsweise eine 
cDNA, ist. 
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5. Nukleinsaure gemafl Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekenn- 

zeichnet, dafi sie eine genomische DNA ist, die die fol- 
gende Sequenz umfafit: 



TCTAGAGCTG TCGACGCGGC CGCGGAATTA ACCCTCACTA AAGGGAACGA 
ATTCGGATCT TCTTTCTTGG TGCTTAATTT TTTGACACTA ATCCGATTCT 
TAGCATTAAG TTGAAGCACA CTCTTGATAA ACTATGTTAC TATGTATCAT 
TGTCAATATG CTAAGAATTT GTCTTGACCT CATCGCTATG TATAAGCATC 
TAATACTTTC CTAAACTAGT AAAAACAAAT ATTCCATCCG TCCCATAATA 
TGAGTCCCCT TTCTATTTTA GGAGTCAAAA TTTTAAAATT TTTGACCAAA 
TATTCTTATT ACTATATATA AAAACATATT CATGTGGGAT CTTGTTAGAT 
TCGTCTTAAT ATGTATTTTC ATAATATCAA CTTTTTATAT TTTTTTACTA 
ATACGAAATT GAAGATATAC AATGTCTTAA AGACTATGCA AAAGTAAGCA 
GAACCTATAT TTTGGGACGG AGGGAGTAAT AAGTAATATT GATTGACGCA 
TAATTTGTAT ATAAATATTT CAAATTGATA CTACTTTAAA TAATATAGTT 
AATGCTTATA AATAAGCCTA AAGACTGTGA ATAGCAAGAT CGTTAAAAAT 
AAAATTTGAA AATATTTGAT ATGGATAATG AAATTGGAAA TGGCATGCTT 
AGCTTCTCGG GAATCTTATA CCGCTACATC TATAATAAAA ATTCCTCATA 
AAATTTTGCC CATTTTAACA CACGAAATTC GTCCTTTTAC GCGAGCCCTT 
TCCACACGTC TTTAAAATTT AAAAACCTCG TCTTTACTCT CCCCACCTAT 
ATATATACAC GTCCCCCCTT CTCTACTTCC CATCTCACAT ACACATACCC 
AATCCACAAA CTTCCATCTT ATCCAACTTT CTCTCACCTA TCTCCTTCTT 
CAATTTTCAA AACTCAAAAG AAAATGGTAG ATTTCGATTG CAAAACAAAA 
ATGGTACAAT CAACACCAAA CCTCACAAAA AAATCTCCAA AAATCACAAC 
CAAACGCACA ATATCAACAC CATTAATTTC ACCAGTACCA GTAATTTCCG 
GCGAATTATC TCCGGCGTCG GAATCATCCT GTTCAGCTTA CGAATCGTAT 
CTCAAATTAC CGGAGCTCCG TCAACTATGG AGTTCAAAAG AATTCCCCGG 
TTGGGATAAC GAACCGATAA TCAAACCGGC TTTGCAAGCA TTAGAGATAA 
CATTCCGGTT CATCTCACTC GTTTTATCCG ACGCTAGACC GTACATAAAC 
CGGCGAGAAT GGAACCGGAA ATTAGAGTCG TT AG C GAG AG ATCAAGTCCG 
AAACTCATCT CAGTTCTCTG CGGAAGACGA TGAGACACGT GGATCAGCTC 
CGAATCGTTG ATCTGACGTC ATCGTATGGT GAGGTGATGT CACAAACAGA 
AGTTCAGCGG AGGTATGGAA GCTTGCGAAT GGAGAACATG ATACTACCGT 
GGTCTGTCGT AGTAGCGAAT TTAGTCTCCT TCCGAGGTTA GCCACGTGGC 
AGAAGTCGGA GGAGATTGCT TCTAGAATCT TCTACGCGGT TGAATCTGCT 
ATG AGAAGGT GTGGGTATAG TTTGGGCCTT GGTGAGCCCA ATTTGGACGG 
AAAGCCCAAT TTAGATTACG ACGCCGTTTG TCGTCCTTCT GAGCTTCACG 
CGCTTAAAAA GGGCGCGTTG GATTATATTC AGAATTCGGA AAATCAGATA 
TTGTTTACAA TTCATCAGAT TTTCGAGTCG TGGATTTTTT CCTCGAAAAA 
ATTGTTGGAT CGAATAAGTG AGAGGATCAG TAAAGAAGAG TTTACCAAAG 
CAGCAGATGA TTGTTGGATA CTGGAGAAAA TATGGAAGTT ATTGGAGGAA 
ATCGAGAATT TACATTTATT AATGGATCCT GACGATTTCC TGCATCTGAA 
GACGCAACTG AGGATGAAAA CAGTGGCGGA TTCTGAAACT TTTTGTTTTC 
GATCAAAAGG ACTGATCGAG GTAACAAAAT TAAGCAAGGA TCTACGGCAC 
AAGGTGCCGA AGATCCTTGG TGTAGAGGTG GACCCTATGG GAGGACCGGT 
GATACAAGAG TCGGCAATGG AGTTGTACCG AGAAAAAAGA AGATACGAGA 
AGATACATCT GTTACAAGCG TTTCAAGGGG TGGAATCCGC TGTTAAAGGG 
TTTTTCTTTA ATTATAAACA GTTGTTGGTG ATCATGATGG GTAGTTTGGA 
AGCGAAAGCG AATTTTGCTG TGATTGGTGG TTCTACTGAG TCTTCGGATT 
TGTTGGCTCA GTTGTTTTTA GAACCTACTT ATTATCCGAG TTTGGATGGT 
GCCAAGACTT TTATTGGTGA TTGTTGGGAG CATGATCAGG CTGTTGGTAG 
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CGGCCTCGAT TGTCGTCATC ATCGGAAGAA TCGGACTGCG AAACAATGAT 
GGTTTCGAAG TTAGTTTTGG ATTGAGTTTG GTTTGATCTG ACTCGGCTGA 
GTAATGGGCG GCGATAGGGA GGTTATGGAG AACGTGGGGC GGAAAGTGGG 
TGGCCTTGTT AGTGAGACGT GCAAACTTTG GTTACTATTA CATGTGATAT 
ACTTATATTT AGTGGGAATA TTGCTTTGGT GTATATAGAT AAATTTTTGA 
ATTAATTGTT ACACTTGTAT TAGTAAATTC TGTATCATGA TGATTATAAC 
ATGAATTTTT TGTTGTGACT TTAAATGAGA TTTATGCTCC TTAATCCTTA 
TTTCACTGAT ATTATTTTTT TGTAGTCTGA GTATAAGTGC GGAGTTTAAT 
CAAGCAAGAG AAAATAATAG AAGGTGATTG CATACTTGGA TTGGAGATCA 
ATATCTAAAA GATGGTTATG AAACTATTGT GAATAACGGA GTACATGTCC 
AACACCACAC ACGTATGACT GTGTACCTCT AATTTACAAA GAGATTTACA 
AAATCTAGAT GAGTTTTGAT ATGATCGACA TTGTCTCTAA ATGGGAGATA 
AGAATTAAAT CGTGAGGCTC TTTGCGGCTA G7TCTTCCGA ATAAAATAAG 
AAACAATGGT TTACTCTAAT TCA7TTTTCC AATTGGCAAA GTGGCACAAG 
CTTCAATAA? T7GGCTCTTC ACAATTGAGT ATAAAAGAAT GGGTTAATTA 
C?CCGG?CTT TGAATAAAAT TAATCCTATT TAATTGTTTT TGAAATATTC 
TTAAAAATA? CGTTGTCTAA TACTTTCTTT AGTTGGGACC CGGTTCTGAA 
CC7ACTTAAA TTAATGGGCT CAATGGCCGC CTAATTTCCT CTTGTTATTT 
TTAGCCTTTT TTTTCCTTTT TTTCCCTTTA AAATAACTAT TTGTTCTCTT 
GAATATCTTA AAATACGTGT CTATC??CTT TAGTTGGACC GTCTGAACTA 
TTATTATGCT ATGCACTATT CCTTTGTATT TACCTTTTTC TTTTTCCTTT 
AAATACTATT GTTCTCATTT CAATTATATT CTATTTTTGT TAAAAAACGG 
TCTTAATTTT TACAACAGTA AAATTATTGA TTTTCCTTCT ATATTAAAAT 
TTGAAAGTGA ATGTATTTCG AAATTTAGGT ATATGAATAT TTATATTGTT 
CGATTAATGA TGATAAAAGG ATTTTACTCA TTAACCTAAA CCATTTCTAG 
ATAAGATAAG AGGAACTTCC ACCTAGTTAA CATGTCTCAC TTTCCTAGTA 
GACGAATCTA AATTGCGTTG CTGGATTTAG AACTTTGGTC AAGATAATGG 
CAAAACTTTC AAGCACCCGT AGATGCATTT TCC?CGACAT TTCTCATACA 
GCACTAAACG TTTCAACTTC CTCTTTTATT TTCTTGAAAT TTTTTGTGGC 
AATGAGAAAC GTTCGAAGTT GATCTTTGCG TTTCGACGAT TTGAAATAAG 
AAAATGCGTA TTGTCGGCAA CTGATTGTAG TAGTTGC7GT TATTATAATG 
ATAGTCTTTT ATATAGAATT CATTTAATTC TAATTCATTT GAATCCAGTT 
AAGTTGAGTT TAGTTTAGTC AGCCTAAAAG AACAAAGTAA GTCATGGAAT 
GGAATGAAGA TGTAATCAAA TAGAGGAGGG GCTGATAACA ATAATTATTA 
CTTATGTTGC GTGTTCAATT CAGTAATGAA AAAAATAAGG TTGAATTAGG 
AGGGTAATAC AATTATTACC GGTGATGTGA TAAAACTAAT GTTTAAGGGT 
TTAAGTTACT CTAAACCCTC AATTAAACAT AGTCTAACAA AAAATTCTCA 
TAATCTAAAT CAAACACGTA CTTATACAAT CCTCTACATG AATCCGTTTC 
TAACTCTAAA GGAAGATCGA TACTTATTAG AATCCGTTTC CAACCCTAAA 
AATGACTGAT CAAAGGTTCA TGGATTTTGG AAGGGAAAGA CGAATGCGAG 
GGCAGTGTAC AGGATAATGT GCATGAGATG GCAAGGGTCA TGCTAGTTAG 
AGCAAAATAT A7ATGACTTA ATTCAAAAAC TACCTACTAT TTCAAATTAA 
TAGACTTTAT TGGAGTCATG AAGTGTACTG TTTGGTACAC CCCACATTAC 
TCATGCACTA CACCTAATTT GTCACAGCAT TCAGCTGCCC TTGTTTTGCA 
GTCTTTGGAG CTGGCGTGCC TCTTGTTGCT GGTTAGTCGG CGCTTGGTCT 
GTTGTG77GT GACCCTCTGT TTTTTTTTTT TTTTAAAATG GTCGCTGATT 
ACTAT7CTGT GTATT7CATT TTGTACTCCC TCGTATCCAA TTATATGCTA 
CACTTTTTTT GCGGACTCCA AAACGTTTTT TTTTT7TGTC CGAGAGATAG 
AGAGGAAAAG CCCATGTTGT TAGGAGAGAG 7TCGGGAGAA GGAAAAGCCA 
AATAAAGAAG TAATAACATC TAAATAAGAA AATTCCTTTG ATGGAAAGTG 
TAGCGACTAA AAAACGAAGG ACAATATGTA GTTTTCATAT GCCTTTACCT 
TTGCAATCTC CTTTTTTATT GTTTACCCAT ACTGGATTAG GTTGGATTTA 
TCAACACAAA ATGAGTTGGA CTATATCACT ACATTACTGT GGTCCTGTGG 
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ATACATCAAC AAAAAAAATG AGTTGGACCA TATCAATGTG TTAGCGTGGA 
TTATGTACAC ATTGGACTGG AGTTGAAGCA AATATAATCT GAAAAGGGCG 
ATGGGTTAGG TCATGAGGTA TTTAGAATAA GACTTTGATC AAGCCCAAAT 
CCACCCGCAA AGAATTATAC CCTTTATTTT CAAGGCACCA TCACTGCATA 
AAATAATCTG AAATGCCACA AAAGATTAAC GTCCAATATG CTCACAGCCA 
AAAATCAATC CATTATTGTT TGGTAAGAAA AGGTAATAGG CTAGATCAAT 
TTGCTGCCAA TTGCCAGGCC TGTGGGCCTG TCACCTGTGG GTAATTTAAT 
ATG7CTCAAA TGGGTCGGCC TGTTAAGTAC ACCAACATGA ACTTAAAGCT T 

6. Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dafi sie erhaltlich ist durch Absuchen 
einer DNA-Bank mit einer DNA-Sequenz wie in Anspruch 3 
und/oder 5 angegeben. 

7. Nukleinsaure gemaG einem oder mehreren der vorhergehen- 
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB sie einer 
Wildart der Sektion Procumbentes der Gattung Beta ent- 
stammt . 

8. Nukleinsaure gemaft einem oder mehreren der vorgehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daft sie eine Resi- 
stenz gegen sedentare Nematoden der Gattungen Meloido- 
qyne, Heterodera und/oder Globodera induziert. 

9. Nukleinsaure gemaG einem oder mehreren der vorgehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafl sie eine Resi- 
stenz gegen Heterodera schacht i i induziert. 

10. Nukleinsaure gemafi einem oder mehreren der vorgehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafi sie eine Resi- 
stenz gegen sedentare Nematoden in Pflanzen der Art Be- 
ta vulgaris induziert. 

11. Vektor, enthaltend eine Nukleinsaure nach einem der An- 
spriiche 1 bis 10. 



12. Vektor nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB er 
ein YAC-Vektor ist. 
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13. Verwendung einer Nukleinsaure und/oder eines Vektors 
geraSB einem Oder mehreren der vorgehenden Anspriiche zur 
Induktion einer Resistenz gegen sedentare Nematoden in 
Pf lanzen. 

14. Transgene Pflanze, enthaltend eine Nukleinsaure 
und/oder einen Vektor gemaB einem oder mehreren der 
vorgehenden Anspriiche. 

15. Transgene Pflanze gemaB Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie der Gattung Beta oder der Gattung 
Brassica angehort. 

16. Transgene Pflanze gemaB Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie Beta vulgaris angehort. 

17. Zelle, Samen oder Pf lanzenteile, enthaltend eine Nu- 
kleinsaure nach einem der Anspriiche 1 bis 10 und/oder 
einen Vektor nach einem der Anspriiche 11 oder 12. 

18. Protein, kodiert durch eine Nukleinsaure nach einem der 
Anspriiche 1 bis 10. 

19. Protein, erhaltlich durch Expression einer Nukleinsaure 
nach einem der Anspriiche 1 bis 10 in einem geeigneten 
Wirt, wobei das Protein eine Resistenz gegen sedentare 
Nematoden in Pf lanzen hervorrufen kann. 

20. Testkit, enthaltend eine Nukleinsaure nach einem der 
Anspriiche 1 bis 10 und/oder einen Vektor nach einem der 
Anspriiche 11 oder 12 und/oder ein Protein nach Anspruch 
18 Oder 19. 
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21. Verfahren zur Herstellung einer Pflanze, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB eine Nukleinsaure nach einem der An- 
spriiche 1 bis 10 in eine Pf lanzenzelle eingebracht wird 
und eine Pflanze aus der Pf lanzenzelle regeneriert 
wird. 

22. Verfahren zum Erzeugen einer Nematodenresistenz in 
Pflanzen, dadurch gekennzeichnet , daB eine Nukleinsaure 
nach einem der Anspriiche 1 bis 10 in eine nematodensen- 
sitive Pflanze eingebracht wird. 

23. Wurzelspezif ischer Promotor, erhaltlich durch Absuchen 
einer Genbank mit der Sequenz, wie in Anspruch 5 ange- 
geben, und Derivate davon mit gleicher Promotoraktivi- 
tat. 

24. Promotor nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, daB 
er die Expression des HSl pro ~ 1 -Gens kontrolliert . 

25. Promoter, dadurch gekennzeichnet, daB er auf dem ca. 
1,5 kb Xbal-Fragment der Sequenz 1832.1 gelegen ist, 
welches sich 5' vom Startkodon in Position 1551 befin- 
det, sowie davon abgeleitete Derivate. 

26. Promotor nach einem der Anspriiche 23-25, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB er eine Resistenz gegen Heterodera 
schachtii in Arabidopsis induzieren kann. 

27. Verwendung des Promotors gemaB einem der Anspriiche 23 
bis 2 6 fur die Expression von Genen. 

28. Verwendung der Nukleinsaure gemaB einem der Anspriiche 1 
bis 10 und/oder des Promotors nach einem der Anspriiche 
23 bis 2 6 zur Herstellung nematodenresistenter Pflan- 
zen. 

29. Primer fur die PCR, erhaltlich aus der Sequenz Nr. 
1832.1. 
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FIGUR 2 



TCTAGAGCTG TCGACGCCGG CCGGCCAATT 
TTCTTTCTTG GTG CTTATTT TTGACACTAA 
CCTCTTGATA AACTACGTTA CTATGTATCA 
CATCGCTATG TATAGCATCT ATACTCTAAA 
TAATATGAGT CCCCTTTCTA TTTTAGGAGT 
TTATTACTAT ATATAAAACA TATTCATGTG 
TTCATAATAC TAACTTTTTA ATATTTTTTT 
CTTAAATACT ATGCAAAAGT AACAGAACCT 
AACCATTGAT TGACGCATAA TTTGTATATA 
TATAGTTAAT GCTTATAAAT AAGCCTAAAG 
TTGAAGAAAA TATTTGATAT GGATAATGAA 
ATCTTATACC GCTACATCTA TAATAAAAAT 
CGAAATTCGT CCTTTTACGC GAGCCCTTTC 
TTTACTCTCC CCACCTATAT ATATACACGT 
ACATACCCAA TCCACAAACT TCCATCTTAT 
ATTTTCCAAA ACTCAAAACA AAATCAAAGA 
ACAATCAACA CCAAACCTCA CAAAAAAATC 
CAACACCATT AATTTCCCCA GTACCAGTAA 
CATCCTGTTC AGCTTACGAA TCGTATCTCA 
CAAAAGAATT CCCCGGTTGG GATAACGAAC 
AGATAACATT CCGGTTCATC TCACTCGTTT 
GAGAATGGAA CCGGAAATTA GAGTCGTTAG 
TCTCTGCGGA AGACGATGAG ACACGTGGAT 
TATGGTGAGG TGATGTCACA AACAGAAGTT 
AACATGATAC TACCGTGGTC TGTCGTAGTA 
CGTGGCAGAA GTCGGAGGAG ATTGCTTCTA 
GAAGGTGTGG GTATAGTTTG GGCCTTGGTG 
ATTACGACGC CGTTTGTCGT CCTTCTGAGC 
ATATTCAGAA TTCGGAAAAT CAGATATTGT 
TTTTTTCCTC GAAAAAATTG TTGGATCGAA 
CCAAAGCAGC AGATGATTGT TGGATACTGG 
AGAATTTACA TTTATTAATG GATCCTGACG 
TGAAAACAGT GGCGGATTCT GAAACTTTTT 
CAAAATTAAG CAAGGATCTA CGGCACAAGG 
CTATGGGAGG ACCGGTGATA CAAGAGTCGG 
ACGAGAAGAT ACATCTGTTA CAAGCGTTTC 
TCTTTAATTA TAAACAGTTG TTGGTGATCA 
TTGCTGTGAT TGGTGGTTCT ACTGAGTCTT 
CTACTTATTA TCCGAGTTTG GATGGTGCCA 
ATCAGGCTGT TGGTAGCGGC CTCGATTGTC 
AATGATGGTT TCGAAGTTAG TTTTGGATTG 
TGGGCGGCGA TAGGGAGGTT ATGGAGAACG 
AGACGTGCAA ACTTTGGTTA CTATTACATG 
TTTGGTGTAT ATAGATAAAT TTTTGAATTA 
TCATGATGAT TATAACATGA ATTTTTTGTT 
TCCTTATTTC ACTGATATTA TTTTTTTGTA 
CAAGAGAAAA TAATAGAAGG TGATTGCATA 



AACCCTCACT AAAGGGAACG AATTCGGATC 
TCCGATTCTT AGCATTAAGT TTGAAGCACA 
TGTCAATATG CTAAGAATTT GTCTTGACCT 
CCTAGTAAAA CAAATATCCC ATCCGTCCCA 
CAAAATTTTA AAATTTTTGA CCAAATATTC 
GGATCTTGTT AGATTCGTCT TAATATGTAT 
TACTAATACG AAATTGAAGA TATACAATGT 
ATATTTTTGG GTCGGAGGGA GTAATAACGT 
AATATTTTCA AATTGAATCA TCTTAAATAA 
ACTGTGAATA GCAAGATCGT TAAAAATAAA 
ATTGGAAATG GCATGCTTAG CTTCTCGGGA 
TCCTCATAAA ATTTTGCCCA TTTTAACACA 
CACACGTCTT TAAAATTTAA AAACCTCGTC 
CCCCCCTTCT CTACTTCCCA TCTCACATAC 
CCAACTTTC? CTCACCTATC CCCTTCTTCA 
AATGGTAGAT TCCAAAACAA ACAAAATGGT 
TCCAAAAATC ACAACCAAAC GCACAATTAT 
TTTCCGGCGA ATTATCTCCG GCGTCGGAAT 
AATTACCGGA GCTCCGTCAA CTATGGAGTT 
CGATAATCAA ACCGGCTTTG CAAGCATTAG 
TATCCGACGC TAGACCGTAC ATAAACCGGC 
CGAGAGATCA AGTCCGAAAC TCATCTCAGT 
CAGCTCCGAA TCGTTGATCT GACGTCATCG 
CAGCGGAGGT ATGGAAGCTT GCGAATGGAG 
GCGAATTTAG TCTCCTTCCG AGQTTAGCCA 
GAATCTTCTA CGCGGTTGAA TCTGCTATGA 
AGCCCAATTT GGACGGAAAG CCCAATTTAG 
TTCACGCGCT TAAAAAGGGC GCGTTGGATT 
TTACAATTCA TCAGATTTTC GAGTCGTGGA 
TAAGTGAGAG GATCAGTAAA GAAGAGTTTA 
AGAAAATATG GAAGTTATTG GAGGAAATCG 
ATTTCCTGCA TCTGAAGACG CAACTGAGGA 
GTTTTCGATC AAAAGGACTG ATCGAGGTAA 
TGCCGAAGAX CCTTGGXGTA GAGGTGGACC 
CAATGGAGXT GTACCGAGAA AAAAGAAGAT 
AAGGGGTGGA ATCCGCTGTT AAAGGGTTTT 
TGATGGGTAG TTTGGAAGCG AAAGCGAATT 
CGGATTTGTT GGCTCAGTTG TTTTTAGAAC 
AGACTTTTAT TGGTGATTGT TGGGAGCATG 
GTCATCATCG GAAGAATCGG ACTGCGAAAC 
AGTTTGGTTT GATCTGACTC GGCTGAGTAA 
TGGGGCGGAA AGTGGGTGGC CTTGTTAGTG 
TGATATACTT ATATTTAGTG GGAATATTGC 
ATTGTTACAC TTGTATTAGT AAATTCTGTA 
GTGACTTTAA ATGAGATTTA TGCTCCTTAA 
GTCTGAGTAT AAGTGCGGAG TTTAATCAAG 
CTTGGATTGG AGATCAATAT CTAAAAGATG 
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FIGUR2 - Fortsetzung 



GTTATGAAAC TATTGTGAAT AACGGAGTAC ATGTCCAACA CCACACACGT ATGACTGTGT 
ACCTCTAATT TACAAAGAGA TTTACAAAAT CTAGATGAGT TTTGATATGA TCGACATTGT 
CTCTAAATGG GAGATAAGAA TTAAATCGTG AGGCTCTTTG CGGCTAG?TC TTCCGAATAA 
AATAAGAAAC AATGGTTTAC TCTAATTCA? TTTTCCAATT GGCAAAGTGG CACAAGCTTC 
AATAA?T?GG CTCTTCACAA TTGAGTATAA AAGAATGGGT TAATTAC7CC GG7CTTTGAA 
TAAAATTAAT CCTATTTAAT TGTTTTTGAA ATATTCTTAA AAATA7CGTT GTCTAATACT 
TTCTTTAGTT GGGACCCGGT TCTGAACC7A CTTAAATTAA TGGGCTCAAT GGCCGCCTAA 
TTTCCTCTTG TTATTTTTAG CCTTTTTTTT CCTTTTTTTC CCTTTAAAAT AACTATTTGT 
TCTCTTGAAT ATCTTAAAAT ACGTGTCTAT C??CTTTAGT TGGACCGTCT GAACTATTAT 
TATGCTATGC ACTATTCCTT TGTATTTACC TTTTTCTTTT TCCTTTAAAT ACTATTGTTC 
TCATTTCAAT TATATTCTAT TTTTGTTAAA AAACGGTCTT AATTTTTACA ACAGTAAAAT 
TATTGATTTT CCTTCTATAT TAAAATTTGA AAGTGAATGT ATTTCGAAAT TTAGGTATAT 
GAATATTTAT ATTGTTCGAT TAATGATGAT AAAAGGATTT TACT CATTAA CCTAAACCAT 
TTCTAGATAA GATAAGAGGA ACTTCCACCT AGTTAACATG TCTCACTTTC CTAGTAGACG 
AATCTAAATT GCG-1TGCTGG ATTTAGAACT TTGGTCAAGA TAATGGCAAA ACTTTCAAGC 
ACCCGTAGAT GCATTTTCC? CGACATTTCT CATACAGCAC TAAACGTTTC AACTTCCTCT 
TTTATTTTCT TGAAATTTTT TGTGG CAATG AGAAACGTTC GAAGTTGATC TTTGCGTTTC 
GACGATTTGA AATAAGAAAA TGCGTATTGT CGGCAACTGA TTGTAGTAGT TGC7GTTATT 
ATAATGATAG TCTTTTATAT AGAATTCATT TAATTCTAAT TCATTTGAAT CCAGTTAAGT 
TGAGTTTAGT TTAGTCAGCC TAAAAGAACA AAGTAAGTCA TGGAATGGAA TGAAGATGTA 
ATCAAATAGA GGAGGGGCTG ATAACAATAA TTATTACTTA TGTTGCGTGT TCAATTCAGT 
AATGAAAAAA ATAAGGTTGA ATTAGGAGGG TAATACAATT ATTACCGGTG ATGTGATAAA 
ACTAATGTTT AAGGGTTTAA GTTACTCTAA ACCCTCAATT AAACATAGTC TAACAAAAAA 
TTCTCATAAT CTAAATCAAA CACGTACTTA TACAATCCTC TACATGAATC CGTTTCTAAC 
TCTAAAGGAA GATCGATACT TATTAGAATC CGTTTCCAAC CCTAAAAATG ACTGATCAAA 
GGTTCATGGA TTTTGGAAGG GAAAGACGAA TGCGAGGGCA GTGTACAGGA TAATGTGCAT 
GAGATGGCAA GGGTCATGCT AGTTAGAGCA AAATATA7AT GACTTAATTC AAAAACTACC 
TACTATTTCA AATTAATAGA CTTTATTGGA GTCATGAAGT GTACTGTTTG GTACACCCCA 
CATTACTCAT GCACTACACC TAATTTGTCA CAGCATTCAG CTGCCCTTGT TTTGCAGTCT 
TTGGAGCTGG CGTGCCTCTT GTTGCTGGTT AGTCGGCGCT TGGTCTGTTG TG77GTGACC 
CTCTGTTTTT TTTITTTTTT AAAATGGTCG CTGATTACTA T7CTGTGTAT T7CATTTTGT 
ACTCCCTCGT ATCCAATTAT ATGCTACACT TTTTTTGCGG ACTCCAAAAC GTTTTTTTTT 
T7TGTCCGAG AGATAGAGAG GAAAAGCCCA TGTTGTTAGG AGAGAG7TCG GGAGAAGGAA 
AAGCCAAATA AAGAAGTAAT AACATCTAAA TAAGAAAATT CCTTTGATGG AAAGTGTAGC 
GACTAAAAAA CGAAGGACAA TATGTAGTTT TCATATGCCT TTACCTTTGC AATCTCCTTT 
TTTATTGTTT ACCCATACTG GATTAGGTTG GATTTATCAA CACAAAATGA GTTGGACTAT 
ATCACTACAT TACTGTGGTC CTGTGGATAC ATCAACAAAA AAAATGAGTT GGACCATATC 
AATGTGTTAG CGTGGATTAT GTACACATTG GACTGGAGTT GAAGCAAATA TAATCTGAAA 
AGGGCGATGG GTTAGGTCAT GAGGTATTTA GAATAAGACT TTGATCAAGC CCAAATCCAC 
CCGCAAAGAA TTATACCCTT TATTTTCAAG GCACCATCAC TGCATAAAAT AATCTGAAAT 
GCCACAAAAG ATTAACGTCC AATATGCTCA CAGCCAAAAA TCAATCCATT ATTGTTTGGT 
AAGAAAAGGT AATAGGCTAG ATCAATTTGC TGCCAATTGC CAGGCCTGTG GGCCTGTCAC 
CTGTGGGTAA TTTAATATG? CTCAAATGGG TCGGCCTGTT AAGTACACCA ACATGAACTT 
AAAGCTT 
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FIGUR4 




Figure: Physical map of fragments of the vector pAM194 
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FIGUR 5a 
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FIGUR 5b 
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